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letu 2016 zadostila novim, strožjim mejnim vrednostim. Ugotovili smo, da je bila 
v zagonski fazi mikrobiološka učinkovitost čiščenja fosforja iz odpadne vode 35 
%. Z molekularnimi metodami smo dokazali prisotnost PAO v aktivnem blatu 
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reactors should reduce the total phosphorus concentrations in WWTPDK 
effluent below 1 mg/L. In second part of the research, we tried to detect 
phosphate accumulating organisms (PAO) in the active sludge. PAO presence in 
active sludge from different parts of WWTPDK was confirmed via the presence 
of functional genetic marker ppk1. The latter encodes the enzyme crucial for 
synthesis of polyphosphate from ATP - polyphosphate kinase 1. Specific 16S 
rDNA primers were also used to identify important yet unisolated representative 
of PAO Candidatus Accumulibacter phosphatis (CAP). Chemical analysis of 
wastewater proved that the upgraded WWTPDK can satisfactory reduce the 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Acetil-CoA acetil koencim A 
ATP  adenozin trifosfat 
BPK5  biokemijska potreba po kisiku 
CAP  Candidatus Accumulibacter phosphatis 
CČNDK Centralna čistilna naprava Domžale-Kamnik 
Ct  mejna vrednost (angl. treshold cycle) 
EBPR pospešeno biološko odstranjevanje fosforja (ang. enchanced biological 
phosphorus removal) 
FISH   fluorescenčna hibridizacija (ang. Fluorescence In Situ Hybridization) 
GAO glikogen akumulirajoči organizmi (ang. glicogen accumulating 
organisms) 
KMK  kratkoverižne maščobne kisline 
KPK  kemijska potreba po kisiku 
MLSS  sušina (ang. mixed liquor suspended solids) 
NH4
+
-N amonijev dušik 
NO3
-
-N nitratni dušik 
PAO polifosfat akumulirajoči organizmi (ang. phosphate accumulating 
organisms) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PE  populacijski ekvivalent 
PHA  poli-β-hidroksialkanoati 




Poli-p  polifosfat 
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (ang. quantitative polymerase 
chain reaction) 
SBR  šaržni biološki reaktor (ang. Sequence batch reactor) 
TN  skupni dušik 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA  
 
Z naraščanjem števila prebivalstva, se povečuje tudi količina odpadnih voda. V okolje 
spuščamo veliko odplak s povečano koncentracijo fosforjevih in dušikovih spojin. Zato 
v Sloveniji v veljavo vstopa nova Uredba o odvajanju in čiščenju komunalne odpadne 
vode (2015), ki od čistilnih naprav zahteva uvedbo terciarne stopnje čiščenja 
(odstranjevanje dušika in fosforja). 
 
Fosfor je element, ki je bistven za vsa živa bitja, saj sestavlja nukleinske kisline, 
fosfolipide in fosfoproteine. Zaradi uporabe fosfatnih spojin v gnojilih, pralnih praških, 
zobnih pastah itd., se fosfor pojavlja tudi v odpadnih vodah. Prevelike količine tega 
elementa v površinskih vodah lahko vodijo do procesa evtrofikacije. 
Fosfor smo v preteklosti iz odpadnih voda odstranjevali le s kemičnimi postopki 
(obarjanje fosforja z različnimi solmi). Pri kemičnem odstranjevanju se je fosfor oboril 
in v postopku usedanja biomase posedel skupaj z njo. Z razvojem novih tehnologij in 
odkritjem metabolizma polifosfat akumulirajočih bakterij, sedaj obstaja novejša, 
mikrobiološka (biotehnološka) možnost odstranjevanja fosforja.  
 
Z dobrim delovanjem štirih sekvenčnih šaržnih bazenov (v nadaljevanju SBR), naj bi 
Centralna čistilna naprava Domžale-Kamnik (v nadaljevanju CČNDK) v prihodnjih 
letih zagotovila v odpadni vodi na iztoku iz CČN pod 1 mg/L skupnega fosforja. 
Reaktorji SBR omogočajo tudi mikrobiološko odstranjevanje fosforja in s tem 
pripomorejo k zmanjšani uporabi kemikalij. Zmanjšanje koncentracij skupnega fosforja 
v površinskih vodotokih je ključnega pomena za preprečevanje procesa evtrofikacije. 
1.2 NAMEN DELA 
 
V odpadni vodi na vtoku CČNDK je bila do nadgradnje CČNDK s sistemom SBR 
koncentracija skupnega fosforja 4-10 mg/L, odvisno od razmer (padavine, čas v dnevu). 
Ker je reaktor SBR še v začetni fazi obratovanja, je bil namen dela ugotoviti ali se pri 
izbranih parametrih obratovanja v zadostni meri zmanjša koncentracija skupnega 
fosforja (torej pod zakonsko določeno mejo 1 mg/L). Meritve smo izvajali na več 
merilnih mestih CČNDK. Ker biološko odstranjevanje fosforja še vedno ni dovolj 
raziskano, pričakujemo, da bodo rezultati raziskave pripomogli k izboljšanju 
učinkovitosti biološkega odstranjevanja fosforja s tehnologijo SBR po zagonski fazi in 
povečali obseg znanja o tem procesu. V raziskavi smo z metodo verižne reakcije s 
polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction - PCR) in kvantitativne verižne reakcije s 
polimerazo (ang. Quantitative Polymerase Chain Reaction – qPCR) ugotavljali 
prisotnost polifosfat akumulirajočih bakterij (PAO) v mikrobni biomasi odvzeti na 
različnih stopnjah čiščenja. Prisotnost PAO v mikrobni biomasi, je namreč ključna za 
pospešeno biološko odstranjevanje fosforja. 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
I. Predpostavljamo, da je po nadgradnji CČNDK v iztoku iz bioreaktorja SBR 
koncentracija skupnega fosforja pod 1 mg/L, kar je zakonska zahteva za izpust iz 
čistilne naprave. 
II. Predpostavljamo, da je po nadgradnji CČNDK učinkovitost biološkega 
odstranjevanja skupnega fosforja iz odpadne vode nad 45 % (kar je zahteva 
CČNDK). 
III. Predpostavljamo, da se bo koncentracija ortofosfata v anaerobnem selektorju (del 
reaktorja SBR) v anaerobnih razmerah zvišala, v aerobnih znižala (kot posledica 
delovanja polifosfat akumulirajočih bakterij). 
IV. Predpostavljamo, da bomo z molekularnimi metodami dokazali prisotnost 
polifosfat akumulirajočih bakterij v reaktorju SBR in v gniliščih, kamor se 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZAKONODAJA, KI REGULIRA DELOVANJE BIOLOŠKIH ČISTILNIH 
NAPRAV 
 
Zakon, ki varuje okolje pred onesnaževanjem in ostalimi posegi, je Zakon o varstvu 
okolja (ZVO – 1) in je bil prvič sprejet leta 2004. Ta zakon ureja varstvo okolja pred 
obremenjevanjem z onesnažili kot temeljni pogoj za trajnostni razvoj in v tem okviru 
določa temeljna načela varstva okolja, ukrepe varstva okolja, spremljanje stanja okolja 
in informacije o okolju, ekonomske in finančne instrumente varstva okolja, javne službe 
varstva okolja in druga z varstvom okolja povezana vprašanja (Zakon…, 2004). 
Uredba o odvajanju in čiščenju komunalne odpadne vode (2015) ureja: 
- emisijo snovi pri odvajanju odpadne vode iz komunalnih čistilnih naprav 
- emisijo snovi pri odvajanju odpadne vode iz malih komunalnih čistilnih naprav 
- vsebino operativnega programa odvajanja in čiščenja komunalne odpadne vode  
 
Mejne vrednosti parametrov odpadne vode na iztoku iz komunalne čistilne naprave so  
glede na njihovo zmogljivost čiščenja določene tako, kot prikazujeta preglednici 1 in 2.  
 
Preglednica 1: Mejne vrednosti parametrov onesnaženosti pri sekundarnem in terciarnem čiščenju 
odpadne vode (Uredba o odvajanju…, 2015). 
Parameter onesnaženosti Izražen kot Enota 
Skupna obremenitev aglomeracije ali 






in < 10.000 PE 
>= 10.000 PE 





po kisiku (BPK5) 
O2 mg/L 25 20 20 
učinek 
čiščenja % 90 90 90 
Kemijska potreba po 
kisiku (KPK) 
O2 mg/L 125 110 100 
učinek 
čiščenja % 80 80 80 
Neraztopljene snovi 
 
mg/L 35 35 35 
Amonijev dušik (b) 
N mg/L 10 10 10 
Celotni dušik (c) N mg/L (d) (d) (d) 
(a) Mejne vrednosti pri sekundarnem in terciarnem čiščenju glede na skupno obremenitev aglomeracije 
veljajo tudi za malo komunalno čistilno napravo, če se v tej mali komunalni čistilni napravi čisti 
komunalna odpadna voda iz aglomeracije s skupno obremenitvijo iz te preglednice. 
(b) Mejna vrednost za amonijev dušik se uporablja pri temperaturi odpadne vode 12 °C in več na iztoku iz 
aeracijskega bazena.  
(c) Celotni dušik je vsota dušika po Kjeldahlu (Anorganski + NH4
+






(d) Mejna vrednost pri sekundarnem čiščenju ni določena; prve meritve in meritve obratovalnega 
monitoringa se izvajajo. 
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Preglednica 2: Mejne vrednosti parametrov onesnaženosti pri terciarnem čiščenju odpadne vode 
(Uredba o odvajanju…, 2015). 
Parameter onesnaženosti Izražen kot Enota 
Skupna obremenitev aglomeracije ali 
zmogljivost čistilne naprave (a) 
   
>= 2.000 PE in < 
10.000 PE 
>= 10.000 PE 





P mg/L 2 2 1 
učinek 
čiščenja % 80 80 80 
Celotni dušik (b) (c) 
N mg/L 15 15 10 
učinek 
čiščenja % 70 70 80 
(a) Mejne vrednosti pri terciarnem čiščenju glede na skupno obremenitev aglomeracije veljajo tudi za 
malo komunalno čistilno napravo, če se v tej mali komunalni čistilni napravi čisti komunalna odpadna 
voda iz aglomeracije s skupno obremenitvijo iz te preglednice.  
(b) Mejna vrednost za celotni dušik se uporablja pri temperaturi odpadne vode 12 °C in več na iztoku iz 
aeracijskega bazena.  
(c) Celotni dušik je vsota dušika po Kjeldahlu (Anorganski + NH4
+







Po zgoraj omenjeni uredbi mora od 22.8.2016 dalje CČNDK na iztoku iz čistilne 
naprave dosegati parametre navedene v preglednicah 1 in 2. 
2.2 EVTROFIKACIJA 
 
Znano je, da so glavni viri onesnaževanja s fosfornimi spojinami večinoma 
antropogenega izvora. V literaturi kot glavne onesnaževalce navajajo tako industrijske 
kot tudi komercialne vire. Največji delež predstavljajo sintetična čistilna sredstva (mila, 
detergenti), gospodinjske odplake, izpiranje iz kmetijskih površin, raztapljanje 
kamnin,… Evtrofikacija je torej večinoma posledica spiranja kmetijskih površin in 
pritoka odpadne vode preko kanalizacijskega omrežja. Fosfor se v odpadni vodi v 
velikem odstotku nahaja v topni obliki (ortofosfat) in je zato takoj na voljo algam in 
cianobakterijam (Helness, 2007)  
 
Evtrofikacija je globalen problem, ki se kaže v povečani količine biomase 
(cianobakterije, alge) v vodnih telesih, zaradi povišane koncentracije hranil (večinoma 
dušikovih in fosfornih spojin) (Conley, 2000). Ob propadanju algne in cianobakterijske 
biomase prihaja do razgradnje biomase s heterotrofnimi mikroorganizmi. Večinoma gre 
za heterotrofne bakterije, ki porabljajo kisik, kar privede do pomanjkanja kisika v vodi 
in pogina drugih živalskih vrst (ribe, dvoživke, nevretenčarji). Odstranjevanje 
fosforjevih spojin iz odpadnih voda je torej ključnega pomena za preprečevanje 
prekomernega namnoževanja alg. Prekomerno kopičenje fosforjevih spojin v površinski 
vodi, bi namreč omogočilo prekomerno namnoževanje alg in cianobakterij, kar bi 
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2.3 ODSTRANJEVANJE FOSFORJA IZ ODPADNIH VODA 
 




, H2PO4 in H3PO4), polifosfat in 
organski fosfat. Povprečne koncentracije celotnega fosforja v odpadni vodi dosegajo 5-
20 mg/L. Od tega je 1-5 mg/L organskega, ostalo predstavljajo anorganske oblike 
fosforja. V preteklosti se je za odstranjevanje fosforja iz odpadnih voda večinoma 
uporabljalo kemične postopke. Razumevanje mikrobiologije polifosfat akumulirajočih 
organizmov je privedlo do razvoja biološkega procesa odstranjevanja fosforja (Gray, 
2004). Na CČNDK odstranjevanje fosforja poteka po kemičnem in biološkem postopku 
(CČN Domžale, 2017).  
2.3.1 Kemično odstranjevanje fosforja 
 
Fosfor se iz odpadne vode lahko odstranjuje z obarjanjem z različnimi solmi. Za 
kemično odstranjevanje fosforja večinoma uporabljajo železov triklorid (FeCl3), železov 
diklorid (FeCl2), železov sulfat (FeSO4) in nekatere aluminijeve soli. Glavni problem 
uporabe teh soli je njihova korozivnost, ki povzroča korozijo strojne opreme (Helness, 
2007). Negativna stran kemičnega odstranjevanja fosforja je tudi velika poraba 
kemikalij in nastajanje večje količine odvečnega blata (Helness, 2007). 
 
Na CČNDK za kemično odstranjevanje fosforja uporabljajo 40 % železov triklorid 
(FeCl3) (CČN Domžale, 2017). FeCl3 deluje kot koagulant in se dodaja direktno v 
odpadno vodo v reaktorjih SBR. FeCl3 se v vodi raztopi, kar omogoči reakcijo 
železovega kationa (Fe
3+
) in ortofosfatnega aniona (PO4
3-
). Ob reakciji se tvori netopni 
železov fosfat, ki se obori in usede skupaj z aktivnim blatom na dno reaktorja SBR 
(Helness, 2007).  
2.3.2 Biološko odstranjevanje fosforja 
 
Proces biološkega odstranjevanja fosforja (ang. Enhanced Biological Phosphorus 
Removal - EBPR) so opisali že v 50-ih letih prejšnjega stoletja in od takrat je bilo 
narejenih že na desetine študij. Proces EBPR je bolj ekonomičen in okolju prijaznejši 
proces, kot kemično odstranjevanje fosforja. Pri tem procesu igrajo glavno vlogo PAO, 
ki s preklapljanjem aerobnega in anaerobnega metabolizma, omogočajo vnos fosforja iz 
odpadne vode v celice. Fosfor vstopa v celice z difuzijo ali z aktivnim transportom, ob 
porabi ATP. PAO skladiščijo fosfor v celicah v obliki polifosfatnih granul. Čistilne 
naprave z novejšo tehnologijo v reaktorjih SBR, ki so za delovanje PAO ključnega 
pomena (Yuan in sod., 2012).  
2.4 POGOJI ZA OPTIMALNO DELOVANJE PROCESA EBPR  
 
Proces EBPR je tehnološki proces čiščenja odpadne vode, ki ga omogočajo PAO. 
Režim prehoda iz anaerobnih v aerobne pogoje je nujen za biološko odstranjevanje 
fosforja. Sistemi EBPR torej sestojijo iz anaerobnega reaktorja, kjer se mešata odpadna 
voda in aktivno blato (mikrobna biomasa). Anaerobnemu reaktorju sledi aerobni 
reaktor, kjer se fosfat odstrani iz odpadne vode (Seviour in sod., 2003). 
 
Anaerobni reaktor je za optimalno delovanje procesa EBPR ključnega pomena, saj 
sprejme prvotni tok odpadne vode v kateri je na voljo dovolj topnega ogljika. V 
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anaerobnem reaktorju je zelo pomebna tudi koncentracija nitrata. Koncentracija nitrata 
v odpadni vodi, ki vstopa v anaerobni reaktor namreč ne sme biti previsoka. Nitrat bi 
namreč omogočil rast denitrifikacijskih bakterij, ki bi porabile organske substrate in 
zato ti ne bi bili več na voljo polifosfat akumulirajočim mikroorganizmom (Seviour in 
sod., 2003). 
 
Značilnosti metabolizma PAO se odražajo tudi v spreminjanju koncentracij metabolitov 
v sistemu EBPR (Slika 1). Prvi del tehnološkega procesa EBPR poteka v anaerobnem 
okolju in se prične s (hitro) porabo kratkoverižnih maščobnih kislin v odpadni vodi. Iz 
kratkoverižnih maščobnih kislin organizmi v celicah sintetizirajo poli-β-
hidroksialkanoate (PHA) in zato koncentracija tega metabolita v anaerobni stopnji v 
celicah naraste. Koncentracija polifosfata v celicah v anaerobnih razmerah prav tako 
pada, saj ga celice porabljajo za sintezo ATP. Ortofosfat se v anaerobnih pogojih 
sprošča iz celic, zato se njegova koncentracija v vodi poveča. Glikogen v celicah se v 
anaerobni fazi porablja za sintezo piruvata. V aerobnem delu cikla je značilno hitro 
zmanjšanje koncentracije ortofosfata v odpadni vodi in PHA v celicah. PAO privzemajo 
ortofosfat in porabljajo PHA shranjen v celicah kot rezervni vir energije. PAO 
sintetizirajo iz ortofosfata polifosfat, zato koncentracija v celicah naraste. Energijo 
pridobljeno iz Krebsovega cikla PAO porabijo tudi za regeneracijo glikogena (Henze in 
sod., 2008).   
 
 
Slika 1: Shematski prikaz spreminjanja koncentracije ključnih metabolitov v sistemu EBPR. 
Acetat-prisoten v odpadni vodi (KMK), PHA-shranjen v celicah, PO4
3-
-P-prisoten v odpadni vodi, 
Poli-P-polifosfat v celicah (Henze in sod., 2008). 
Čistilne naprave odstranijo 30 – 40 % skupnega fosforja na račun rasti celic in 
vgrajevanja ortofosfata v celično biomaso v obliki polifosfata. Za dodatno odstranitev 
fosfatov in s tem znižanje koncentracije fosforja v okviru predpisanih vrednosti je 
proces biološkega odstranjevanja fosforja sklopljen s procesom kemične obdelave 
odpadne vode (Henze in sod., 2008). 
Glikogen 
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2.5 POLIFOSFAT AKUMULIRAJOČE BAKTERIJE (PAO) 
 
Polifosfat akumulirajoče bakterije (PAO) so bakterije, ki pod določenimi pogoji v 
okolju, privzemajo velike količine fosforja v celično biomaso. Ta fenomen izkoriščajo v 
industrijskih procesih čiščenja odpadnih voda, kar imenujemo biološko odstranjevanje 
fosforja (EBPR). Poznanih je več vrst bakterij, ki lahko akumulirajo fosfat v celicah. 
Vendar polifosfat akumulirajoče bakterije (PAO) zmorejo v celicah akumulirati več 
fosforja od ostalih bakterij. To jim omogoča metabolizem, za katerega je značilno, da ob 
prisotnosti preprostih virov ogljika (acetat, propionat) v anaerobnih pogojih (ni 
prisotnega končnega prejemnika elektronov v obliki kisika ali nitrata) pridobivajo 
energijo iz polifosfata in glikogena (Hesselmann in sod., 1999; Günther in sod., 2009). 
Leta 1975 so z gojitvenimi tehnikami opredelili nekatere fosfat akumulirajoče bakterije. 
Kasneje se je izkazalo, da bakterije iz rodu Acinetobacter (Fuhs in sod., 1975), 
Microlunatus phosphovorus (Nakamura in sod., 1995) in Lampropedia niso pravi PAO. 
Metabolizem teh rodov in vrst se namreč ni povsem ujemal z metabolizmom PAO 
(Fuhs in sod., 1975; Nakamura in sod., 1995).  
 
Nova spoznanja predvidevajo, da so za proces EBPR odgovorni večinoma PAO, ki jih 
še ne znamo gojiti (Reis in sod., 2003, Wagner in sod., 2006). Za raziskovanje PAO v 
mikrobnih združbah so že uporabili FISH (ang. Fluorescence In Situ Hybridization), 
barvanje polifosfatnih granul, pretočno citometrijo in verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR). V najnovejših raziskavah so za sledenje PAO večinoma uporabili metodo qPCR 
(Tarayre in sod., 2016).  
 
Z molekularnimi metodami so raziskovalci lahko dobili tudi vpogled v del mikrobne 
združbe, ki ga še ne znamo gojiti. V različnih študijah so z omenjenimi metodami 
pokazali, da večji delež PAO predstavljajo betaproteobakterije. Za glavnega 
predstavnika PAO v tem razredu trenutno velja Candidatus Accumulibacter phosphatis 
(CAP) - bakterija, ki je najbolj sorodna predstavnikom rodu Rhodocyclus, a do danes še 
ni bila izolirana (Crocetti in sod., 2000; Nielsen in sod., 2012; Mehlig in sod., 2013). 
Druga najpogostejša taksonomska skupina med PAO so aktinobakterije. Glavni 
predstavnik tega debla med PAO je rod Tetrasphaera. V manjših deležih so med PAO 
še alfaproteobakterije, gamaproteobakterije in bakteriodete (Crocetti in sod., 2000; Beer 
in sod., 2006). Funkcionalni genski marker za PAO predstavlja gen ppk1, ki kodira 
polifosfat kinazo 1, ta pa katalizira sintezo ATP iz polifosfata. Gen ppk1 so že uporabili 
za dokazovanje prisotnosti PAO v aktivnem blatu čistilne naprave s sistemom EBPR 
(Mao in sod., 2015). Po drugi strani McMahon in sodelavci (2007) v šudiji niso 
detektirali gena ppk1 na čistilnih napravah, ki nimajo sistema biološkega čiščenja 
fosforja (ni spreminjajočih anaerobnih in aerobnih pogojev). Gen ppk1 je lahko bil 
prisoten, ampak pod mejo detekcije (McMahon in sod., 2007). 
2.5.1 Metabolizem polifosfat akumulirajočih organizmov v procesu EBPR 
 
Prva faza procesa se začne v anaerobnem reaktorju, kamor priteče odpadna voda v 
kateri je razgradljiv organski material. V anaerobnih razmerah se organske snovi v 
procesu fermentacije razgradijo in pretvorijo do kratkoverižnih maščobnih kislin, ki 
predstavljajo lahko razgradljiv vir ogljika mnogim mikroorganizmom. Ta proces 
omogočajo kemoorganotrofne fermentativne bakterije, ki za svoje delovanje ne 
potrebujejo kisika (Seviour in sod., 2003). V procesu fermentacije večinoma nastajata 
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acetat in propionat. Acetat in propionat lahko v anaerobnem delu reaktorja SBR 
porabijo le PAO in glikogen akumulirajoče bakterije (ang. Glycogen Accumulating 
Organisms – GAO) (Henze in sod., 2008; Tarayre in sod., 2016). PAO iz hlapnih 
maščobnih kislin sintetizirajo dolge ogljikove molekule imenovane poli-β-
hidroksialkanoati (PHA). Iz acetata bakterije sintetizirajo poli-β-hidroksibutirat (PHB), 
iz propionata poli-β-hidroksivalerat (Henze in sod, 2008). PHA za celico predstavljajo 
energijske rezerve, ki jih nato porabijo v aerobnem delu cikla. Anaerobni del cikla lahko 
razumemo kot stresne pogoje za PAO. PAO namreč shranjujejo PHA, zato da bi lahko 
zdržali morebitna daljša obdobja brez kisika (Tarayre in sod., 2016). Sinteza PHA iz 
kratkoverižnih maščobnih kislin (najpogosteje acetata) zahteva energijo za tri procese 
(slika 2):  
 
    -    Aktivni transport acetata preko celične stene (Henze in sod., 2008) 
    -    Sklopitev acetata s koencimom A in tvorba Acetil-CoA (Henze in sod., 2008) 
    -    Nastanek redukcijske moči (NADH) za sintezo PHA (Henze in sod., 2008). 
Za nastanek acetil – CoA je potrebna energija, ki jo PAO pridobijo z razpadom molekul 
ATP. Z razpadom vsake molekule ATP nastaneta ADP in ortofosfat, ki se sprosti v 
odpadno vodo. Sočasno polifosfat v celicah PAO razpade (slika 2) in postane donor 
ortofosfata za sintezo nove molekule ATP (Seviour in sod., 2003; Forbes in sod., 2009). 
 
 
Slika 2: Poenostavljena shema anaerobnega metabolizma polifosfat akumulirajočih bakterij 
(Tarayre in sod., 2016). 
 
Drugi del metabolizma polifosfat akumulirajočih bakterij poteka v aerobnem reaktorju 
(slika 4). Ob prisotnosti kisika PAO porabljajo shranjene PHA, ki predstavljajo vir 
ogljika in energije. PHA se razgradijo do acetil – CoA, ki vstopi v Krebsov cikel. 
Glikogen 
Piruvat Acetil - CoA 
Bakterijska celična stena 
PHA 
Acetat 
EMP oz. ED 
metabolna pot 
Poli – Pn-1 
Poli – Pn 
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Krebsov cikel omogoča nastanek ATP. Energijo, ki jo pridobijo iz PHA, porabijo tudi 
za regeneracijo glikogena, ki se je porabil v anaerobni fazi (Henze in sod., 2008).  
 
Za proces EBPR je najpomembnejši del aerobnega metabolizma privzem ortofosfata iz 
odpadne vode in sinteza polifosfata v celicah (Henze in sod., 2008). Del energije, 
nastale v Krebsovem ciklu, se porabi tudi za vnos ortofosfata v celice in sintezo 
polifosfata. Polifosfat je polimer, ki je zgrajen iz ortofosfatnih monomerov (slika 3), ki 
so med seboj povezani z visoko energijskimi polianhidridnimi vezmi (Seviour in sod., 




 ioni, ki 
prispevajo pozitiven naboj in tako omilijo močan negativen naboj ortofosfata (PO4
3-
) 
(Henze in sod., 2008). 
 
 
Slika 3: Poenostavljen model polifosfata, na katerega so vezani kovinski kationi (Gunther, 2011). 
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Slika 4: Poenostavljen aerobni metabolizem fosfata polifosfat akumulirajočih bakterij (Tarayre in 
sod., 2016). 
PAO v aerobnih razmerah privzemajo v celice več ortofosfata, kot se ga sprosti v 
anaerobnih razmerah, posledica česar je neto učinek zmanjšanja koncentracije 
ortofosfata v odpadni vodi v aerobnih razmerah (Henze in sod., 2008).  
2.6 PARAMETRI, KI VPLIVAJO NA BIOLOŠKO ODSTRANJEVANJE 
FOSFORJA V SISTEMU EBPR 
 
Preučevanje faktorjev, ki vplivajo na biološko odstranjevanje fosforja iz odpadne vode 
zahteva poenostavitev sistema EBPR. V znanstveni literaturi sistem poenostavijo tako, 
da predpostavijo, da v anaerobni reaktor ne prihaja nič nitrata in da so razmere v njem 
anaerobne. Ključni parametri, ki vplivajo na biološko odstranjevanje fosforja iz odpadne 
vode, so (Henze in sod., 2008):  
- razmerje med kemijsko potrebo po kisiku in koncentracijo skupnega 
fosforja (KPK/TP) na vtoku v anaerobni reaktor 
- obdelava sekundarnega blata 
- koncentracija nitrata v anaerobnem selektorju 
- koncentracije kationov v reaktorju SBR 
- temperatura odpadne vode 
- kompeticija med polifosfat in glikogen akumulirajočimi organizmi 




























Poli – Pn-1 
Poli - Pn 
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2.6.1 Razmerje KPK/TP na vtoku v anaerobni reaktor 
 
Razmerje med kemijsko potrebo po kisiku (KPK), ki je mera za količino odpadnih 
organskih snovi, in koncentracijo skupnega fosforja (TP) v odpadni vodi na vtoku v 
anaerobni reaktor ima največji vpliv na biološko odstranjevanje fosforja. Poznavanje 
razmerja KPK/TP, je ključno za pravilno vodenje procesa biološkega odstranjevanja 
fosforja. Najmanjše razmerje KPK/TP, ki še omogoča biološko odstranjevanje fosforja 
v večini čistilnih naprav, je 40:1, čeprav v nekaterih čistilnih napravah prihaja do 
omenjenega procesa tudi pri nižjih vrednostih (Yu in sod., 2014; Lu in sod., 2016). To 
je posledica različne sestave organske snovi v odpadni vodi, ki prihaja v posamezne 
čistilne naprave. Najbolj pomemben je odstotek kratkoverižnih maščobnih kislin 
(KMK) v organski snovi. KMK so namreč tiste, ki omogočajo metabolizem PAO. 
Prisotne so že v odpadni vodi ali nastanejo v anaerobnem reaktorju. Ko razmerje 
KPK/TP pade pod 40, je učinkovitost biološkega odstranjevanja fosforja zmanjšana 
(Pitman in sod., 1991). Optimalno razmerje KPK/TP za biološko odstranjevanje fosforja 
je med 40 in 100 (Pečjak, 2011; Yu in sod., 2014; Lu in sod., 2016). 
2.6.2 Obdelava sekundarnega blata  
 
Sekundarno blato v reaktorjih SBR predstavljajo predvsem aktivni mikroorganizmi. 
Mikroorganizmi iz odpadne vode privzemajo hranila in se delijo. Ko dosežejo določen 
volumen, je potrebno odvečno sekundarno blato odvajati iz bioreaktorjev, kar 
tehnološko imenujemo odvajanje sekundarnega blata. Tracy (1985) je ugotovil, da čas 
obdelave sekundarnega blata doprinese velik delež k učinkovitosti biološkega 
odstranjevanja fosforja. Izračunal je, da čas obdelave sekundarnega blata ne sme biti 
daljši od ene ure. Posledica daljše obdelave sekundarnega blata so anaerobne razmere, 
ki privedejo do pojava sekundarnega sproščanja ortofosfata iz celic PAO. Odpadna 
voda, ki se odcedi v zalogovnikih in zgoščevalcih, tako imenovana blatnenica, bi zato 
vsebovala visoke koncentracije ortofosfata. Za doseganje nizkih koncentracij fosforja v 
blatnenici, bi bilo vodo potrebno kemično obdelati (npr. z FeCl3) ali bi bilo potrebno 
zagotoviti aerobne razmere pri obdelavi sekundarnega blata. 
2.6.3 Koncentracije nitrata in kovinskih kationov v odpadni vodi 
 
Nitrat, ki ostane v odpadni vodi iz aerobne faze, se s povratkom vode prenese v 
anaerobni selektor v anaerobno fazo, kar omogoči rast denitrifikatorjem (Furumai in 
sod., 1999). Nitrat namreč slednjim predstavlja končni prejemnik elektronov. Povečano 
število denitrifikatorjev v anerobni fazi, privede do večje porabe substrata, ki bi bil sicer 
namenjen PAO. Zaradi kompeticije znotraj mikrobne združbe v bioreaktorju, ima torej 
povečanje koncentracije nitrata negativen učinek na biološko odstranjevanje fosforja 
(Oh in Silverstein, 1999; Henze in sod., 2008). Koncentracije kationov v odpadni vodi 
imajo pomembno vlogo uravnovešenja nabojev med biološkim odstranjevanjem 
fosforja. Ko-transport magnezija, kalija in ortofosfata, je namreč pomemben pri 
stabilizaciji znotrajceličnega polifosfata. V polifosfatni verigi je potreben en pozitiven 
naboj, za stabilizacijo enega fosfata. Prav tako se pri transportu ortofosfata preko 
celične stene porabi en pozitiven naboj za eno molekulo (Romanski in sod., 1997). 
Večinoma se kationi v odpadni vodi nahajajo v presežku, zato ta parameter le redko 
zmanjšuje učinkovitost biološkega odstranjevanja fosforja (Randall in sod., 1997). 
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2.6.4 Vpliv temperature 
 
Temperatura vpliva na hitrost vseh biokemijskih procesov. Nakamura in sodelavci 
(1995) so proučevali učinek temperature na proces EBPR v pilotnih študijah. Proučevali 
so, kako temperatura vpliva na sproščanje fosforja iz celic in privzemanje fosforja v 
celice. Ugotovili so, da je sproščanje fosforja iz celic večje pri temperaturi 25 °C kot pri 
5 °C oz. 35 °C. Privzemanje fosforja v celice je bilo večje v temperaturnem območju 
med 15 °C in 25 °C kot pri temperaturah 5 °C ali 35 °C (Nakamura in sod., 1995).  
2.6.5 Kompeticija med polifosfat in glikogen akumulirajočimi organizmi v 
reaktorjih SBR 
 
Reaktorji SBR se uporabljajo za čiščenje industrijske in komunalne odpadne vode. Od 
običajnih bioloških stopenj čiščenja se razlikujejo v tem, da vključujejo vse korake 
biološkega čiščenja v enem reaktorju. Prvi del reaktorja predstavlja anaerobni selektor, 
ki zagotavlja anaerobne razmere, v drugem delu poteka zračenje, zato so razmere 
aerobne. Zaradi prehoda anaerobnih razmer v aerobne, se v reaktorjih SBR razvijejo 
mikrobne združbe, znotraj katerih PAO tekmujejo z glikogen akumulirajočimi 
mikroorgnizmi (GAO). Slednji imajo namreč podoben metabolizem kot PAO (slika 5) 
ter prav tako uporabljajo kratkoverižne maščobne kisline v anaerobnih pogojih in jih 
skladiščijo v obliki PHA. PHA lahko nato uporabljajo kot vir ogljika in energije v 
aerobnih razmerah. V aerobnih pogojih v celicah GAO prevladuje glikogen, v 
anaerobnih pogojih prevladujejo PHA (Henze in sod., 2008). 
 
 
















poli - p 
Energija 
GAO 
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Glavna razlika med PAO in GAO je ta, da metabolizem GAO ne vključuje akumulacije 
fosforja. Torej so GAO s perspektive procesa EBPR nezaželjeni, saj porabljajo KMK, 
vendar ne prispevajo k biološkemu odstranjevanju fosforja (Henze in sod., 2008). 
 
Za razumevanje kompeticije med PAO in GAO je potrebno poznavanje naslednjih 
pogojev v reaktorju: 
- razpoložljivi vir ogljika (acetat, propionat) 
- pH 
- temperatura. 
2.6.6 Vir ogljika 
 
PAO in GAO se razlikujejo v afiniteti in hitrosti privzema posameznega vira ogljika 
(Henze in sod., 2008). PAO imajo enako afiniteto do propionata in acetata, medtem ko 
GAO ne morejo uporabljati propionata kot vira ogljika, enako hitro kot PAO, lahko pa 
porabljajo acetat (Crocetti in sod., 2002) in zato predstavljajo konkurenco PAO za ta 
substrat (Henze in sod., 2008).  
2.6.7 Vpliv pH 
 
Velik vpliv na anaerobni metabolizem PAO in GAO ima tudi pH. Pri višjih vrednostih 
pH (> 7,0), je potrebno več energije v obliki ATP za prenos substrata preko celične 
membrane. To se kaže v večji porabi skladiščenega polifosfata in glikogena. Več študij 
kaže na to, da je pri pH > 7,25, biološko odstranjevanje fosforja bolj učinkovito, kot pri 
vrednosti pH pod 7,25. Pokazali so namreč dominanco PAO pri pH > 7,25 in 
dominanco GAO pri pH < 7,25 (Filipe in sod., 2001a; Schuler in Jenkins, 2002; 
Oehmen in sod., 2005a). 
2.6.8 Temperatura 
 
Temperatura ima velik vpliv na kompeticijo med PAO in GAO. Ugotovili so, da pri 
temperaturah pod 20 °C PAO domininirajo v primerjavi z GAO. Pri temperaturah nad 
20 °C so dominantni GAO (Whang in sod., 2007). 
2.7 POSTOPKI ČIŠČENJA ODPADNE VODE NA CČNDK 
 
CČNDK je po velikosti četrta največja komunalna čistilna naprava v obratovanju v 
Republiki Sloveniji in čisti komunalne, industrijske in padavinske odpadne vode s 
področja občin Domžale, Kamnik, Mengeš, Komenda, Trzin in Cerklje na Gorenjskem. 
Odpadno vodo na tem območju CČNDK čisti že od leta 1981. CČNDK je bila leta 2016 
projektirana na obremenitev 149.000 populacijskih ekvivalentov (PE). Dnevno lahko 
prečisti do 52.800 m
3
 odpadne vode (CČN Domžale, 2017). 
 
Do leta 2016 je CČNDK zagotavljala odstranjevanje neraztopljenih snovi, ogljikovih 
spojin in omogočala tudi delno nitrifikacijo. V preteklosti CČNDK ni bila projektirana 
za odstranjevanje dušikovih in fosforjevih spojin, zato je od septembra 2014 potekala 
nadgradnja čistilne naprave. V letu 2016 se je končala nadgradnja CČNDK in s tem je 
omogočeno tudi terciarno čiščenje odpadne vode (CČN Domžale, 2017).  
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




Čiščenje odpadne vode poteka v treh stopnjah. Prva je mehanska stopnja, kjer se iz 
odpadne vode izločijo vsi večji in manjši delci. Odpadna voda po kanalizacijskem 
sistemu priteče na dotok čistilne naprave. Prva stopnja čiščenja je tako imenovana 
mehanska stopnja, kjer se odstranijo večji delci na grobih in finih grabljah (> 3 mm), 
maščobniku, peskolovu in primarnem usedalniku. V maščobniku, maščoba flotira na 
površje v zračnih mehurčkih. V primarnem usedalniku se posedejo delci, ki so večji od 
100 μm. Pomični most v primarnem usedalniku postrga primarno blato v konuse od tu 
naprej blato potuje v gnilišča. Mehanski stopnji čiščenja sledi aerobna biološka stopnja, 
kjer odpadna voda iz primarnega usedalnika steče v štiri šaržne biološke reaktorje SBR 
skupnega volumna 27.000 m
3
. Šaržni biološki reaktorji so bili zgrajeni proti koncu leta 
2016 in zagotavljajo čiščenje ogljikovih, fosforjevih in dušikovih spojin. Ta del čistilne 
naprave predstavlja biološko stopnjo čiščenja v kateri prihaja do oksidacije ogljikovih 
spojin, simultane nitrifikacije in denitrifikacije ter biološkega odstranjevanja fosforja. 
Dušik se v reaktorju SBR nahaja v obliki nitrata, ki ga denitrifikatorji reducirajo do 
zračnega dušika. PAO odstranjujejo ortofosfat tako, da ga kopičijo v lastni biomasi. 
Očiščena odpadna voda iz reaktorjev SBR odteče v Kamniško Bistrico (CČN Domžale, 
2017). Tretja stopnja je anaerobna biološka stopnja, kjer se blato razgradi do bioplina in 
pregnitega blata (CČN Domžale, 2017).   
 
Med procesom čiščenja odpadne vode nastaja velika količina odvečnega sekundarnega 
blata, ki je posledica prirasta biomase med aerobnim čiščenjem. Blato se po črpanju iz 
reaktorja SBR dodatno zgosti v zgoščevalnikih sekundarnega blata. Pri zgoščanju 
sekundarnega blata nastaja veliko odpadne vode, ki jo imenujemo blatnenica. 
Blatnenica se vrača na vtok reaktorja SBR. Sekundarno blato se prečrpa v gnilišča, kjer 
gnije 30 dni pri temperaturi 40 °C v okolju brez kisika, pri čemer nastaja bioplin. Na 
prvi stopnji poteka kislinska faza hidrolize, kjer se organska snov razgradi do 
kratkoverižnih maščobnih kislin. Sledi metanogena faza, kjer se maščobne kisline 
pretvorijo v bioplin. Nastali bioplin se skladišči v plinohramu, pregnito blato se strojno 
zgošča na centrifugi dokler ne doseže okoli 30 % suhe snovi. Zgoščeno blato se 
skladišči na deponiji pred odvozom na končno odstranjevanje. Voda ali centrat, ki je 
produkt centrifugiranja, se črpa v zalogovnik in nato v proces deamonifikacije. Bioplin 
je mešanica okoli 65 % metana, okoli 34 % ogljikovega dioksida in okoli 1 % ostalih 
plinov. Proizvedeni bioplin se iz plinohrama preko plinovoda vodi v kolono z aktivnim 
ogljem, kjer se očisti nečistoč, kot so silicijeve snovi, topila in sulfid. Bioplin, ki nastaja 
v postopku gnitja, se porabi za proizvodnjo električne in toplotne energije, s katero v 
CČN pokrijejo več kot 70% vseh potreb po električni energiji (CČN Domžale, 2017). 
2.7.1 Šaržni biološki reaktor (SBR) 
 
Reaktorji SBR so razširjeni po celem svetu in so v biotehnologiji poznani že vse od leta 
1920. Leta 1971 sta Irvine in Davis opisala delovanje in na ta način omogočila globalno 
širjenje te tehnologije. Reaktorji SBR se uporabljajo za čiščenje industrijske in 
komunalne odpadne vode in so primerni za čistilne naprave, kjer pretok in sestava 
odpadne vode izdatno nihata. Reaktorji SBR so ena od variacij običajne biološke 
stopnje. Od običajnih bioloških stopenj čiščenja se razlikujejo v tem, da vključujejo vse 
korake biološkega čiščenja v enem reaktorju, običajne biološke stopnje potrebujejo več 
reaktorjev. Glavni prednosti reaktorjev SBR sta manjša zasedenost prostora in 
avtomatizacija. Ena izmed prednosti je tudi ta, da lahko reguliramo pogoje med 
čiščenjem odpadne vode tako, da so ti aerobni, anoksični ali celo anaerobni. Na ta način 
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lahko dosežemo učinkovito biološko odstranjevanje fosforja, nitrifikacijo in 
denitrifikiacijo (Al-Rekabi in sod., 2007). 
 
Sistem SBR je niz reaktorjev, v katerih je prisotna mikrobna biomasa in delujejo na 
podlagi časovno usklajenega sistema polnjenja in praznjenja, kar je prikazano na sliki 6. 
Vsak reaktor SBR se napolni ob točno določenem času in nato deluje kot šaržni reaktor. 
Po določenem času obdelave odpadne vode, se mikrobna biomasa posede in čisti 
supernatant se nato prek prelivnika odvede iz reaktorja (Al-Rekabi in sod., 2007).   
Cikel delovanja v vsakem reaktorju SBR je razdeljen na pet stopenj:  
- Polnjenje reaktorja SBR z odpadno vodo 
- Obdelava odpadne vode s strani mikrobne biomase 
- Usedanje mikrobne biomase 
- Dekantiranje 
- Odvajanje odvečne biomase. 
 
Slika 6: Princip delovanja reaktorja SBR (Henze in sod., 2007). 
2.7.2 Delovanje reaktorja SBR na CČNDK 
 
Glavni del biološke stopnje čiščenja na CČNDK predstavljajo štirje sekvenčni bazeni. V 
času izvajanja magistrske naloge sta bila v obratovanju samo tretji in četrti reaktor SBR 
(zagonska faza), kasneje sta začela obratovati še prvi in drugi reaktor SBR (podaljšana 
zagonska faza). Prvi del reaktorja SBR predstavljajo selektorji, ki obratujejo pri 
anoksičnih do anaerobnih pogojih. V anoksičnih pogojih kisik ni prisoten kot topen 
prosti kisik, je pa prisoten kot vezan kisik v obliki nitrata in nitrita. Mikroorganizmi v 
anoksičnih pogojih kot končni prejemnik elektronov uporabljajo nitrat/nitrit in v takih 
pogojih zelo dobro poteka proces denitrifikacije. V anaerobnih pogojih kisik ni prisoten 
v nobeni obliki. Oksido – rekdukcijski potencial je v anoksičnih razmerah od -50 mV do 















drugi del pa ne) 
Usedanje 
Anaerobni 
selektor – del 
reaktorja SBR 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




Z uporabo tri- oziroma štiriurnega cikla in recirkulacijo blata nazaj v selektor se 
ustvarijo optimalni pogoji za razrast mikroorganizmov, ki tvorijo flokule in takšnih, ki 
akumulirajo fosfat. Na začetku cikla se v selektorju odpadna voda z mikrobno biomaso 
15 min prezračuje, kar omogoči dvig posedene biomase (CČN Domžale, 2017). 
  
Odpadna voda se iz selektorjev preliva v glavni del sekvenčnih bazenov. Cikel v 
sekvenčnih bazenih obsega tri faze: faza polnjenja in zračenja (2 uri), faza usedanja 
blata (1 ura) in faza praznjenja (1 ura). V prvi fazi potekajo simultano nitrifikacija, 
denitrifikacija, biološko odstranjevanje fosforja in odstranjevanje ogljika (heterotrofni 
mikroorganizmi). Denitrifikacija lahko poteka tudi v prezračevanem reaktorju, saj je 
mikrobna biomasa združena v tako imenovane kosme (flokule), ki omejijo difuzijo 
kisika do celic v sredini kosma, zato tam lahko poteka denitrifikacija (Henze in sod., 
2008). V fazi usedanja se mikrobna biomasa posede na dno reaktorja, izčrpa se presežno 
blato, ki po cevovodu s črpalke potuje v zgoščevalec presežnega blata. V fazi praznjenja 
se prelivnik spusti skoraj do ravni biomase in čiščena voda se preliva preko prelivnika v 
iztočno kineto (CČN Domžale, 2017). 
2.7.3 Možnosti pridobivanja fosforja iz presežnega blata 
 
Svetovne zaloge fosforja so omejene. Strokovnjaki ocenjujejo, da se na Zemlji nahaja 
67000 Tg skupnih zalog fosforja, od tega kar 75% v Maroku (Schoumans in sod., 
2015). Ostali delež fosforja predstavljajo nahajališča fosforja v ZDA in na Kitajskem. 
Zaradi monopola teh treh držav lahko prihaja do dviga cen mineralnih gnojil, kot se je 
to zgodilo leta 2008 (Schoumans in sod., 2015). Zato je nujno potrebno najti nove vire 
fosforja in na ta način zagotoviti lastno oskrbo s tem elementom. Ena izmed rešitev je 
pridobivanje fosforja iz presežnega blata čistilnih naprav. Mikroorganizmi v procesu 
biološkega odstranjevanja fosforja vgrajujejo fosfor v lastno biomaso in ga skladiščijo v 
obliki polifosfata. Polifosfat v celicah mikroorganizmov predstavlja veliko zalogo 
fosforja, ki je do sedaj ostajal neizkoriščen. Zato se v zadnjem času vse več študij 
ukvarja z vprašanjem pridobivanja fosforja iz presežnega blata čistilnih naprav 
(Helness, 2007). 
 
Fosfor se med anaerobno razgradnjo mikrobne biomase v gniliščih sprošča iz celic. Več 
kot 70 % fosforja, ki se sprosti iz celic oborijo v različnih oblikah (Helness, 2007): 
 
- Apatit (Ca10(PO4)6(OH)2) 
- Aluminijev fosfat (AlPO4·2H2O) 
- Struvit (MgNH4PO4·6 H2O) 
- Vivianit (Fe3(PO4)2 · 8H2O) 
 
Oborjen fosfor se skupaj s pregnitim blatom (odmrla mikrobna biomasa) preko sistema 
cevi prenese do centrifuge, kjer se centrifugira. Sedimentirani del blata imenujemo 
dehidrirano blato, ki se odpelje na sežig (Helness, 2007). 
2.8 UPORABA KVANTITATIVNE REAKCIJE S POLIMERAZO ZA SLEDENJE 
IN KVANTIFIKACIJO PAO 
 
Za metodo detekcije in kvanitifikacije PAO smo izbrali kvantitativno verižno reakcijo s 
polimerazo (ang. quantitative polymerase chain reaction – qPCR). Z metodo qPCR je 
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mogoče nastajanje produktov spremljati v vsakem ciklu reakcije PCR in preko 
umeritvene krivulje z veliko natančnostjo določiti koncentracijo tarčne DNK v vzorcih. 
Nastale produkte lahko zaznamo z uporabo fluorescentnih barvil, ki se nespecifično 
vgradijo v nastajajoče molekule dvoverižne DNK, ali z uporabo fluorescentno 
označenih začetnih oligonukleotidov oziroma sond, ki so komplementarne tarčnemu 
zaporedju. Tekom reakcije PCR fluorescenca narašča in je direktno proporcionalna 
številu produktov PCR, ki nastajajo (Wittwer in sod., 1997; Valasek in Repa, 2005). 
 
Učinkovitost pomnoževanja je 100 % takrat, ko je naklon krivulje -3,32. Če je 
učinkovitost pomnoževanja 100 % pomeni, da se v eksponentni fazi reakcije PCR 
matrica DNK v vsakem ciklu podvoji. Pomemben parameter umeritvene krivulje je tudi 
korelacijski koeficient (R
2
), ki predstavlja mero linearne povezanosti dveh spremenljivk 
v našem primeru vrednosti Ct na osi y in število kopij tarčnega gena na osi x. Idealna 
vrednost R
2 
je 1 (Zhang in Fang, 2006; Pabinger in sod., 2014). 
 
Pri okoljskih vzorcih lahko štejemo kvantifikacijo z reakcijo qPCR za zanesljivo, ko je 
vrednost R
2 
umeritvene krivulje nad 0,95 in naklon krivulje med -3,0 in -3,9. To ustreza 
učinkovitosti pomnoževanja med 80 % in 115 % (Zhang in Fang, 2006; Callbeck in 
sod., 2013; Pabinger in sod., 2014). 
 
Na učinkovitost pomnoževanja vplivajo temperaturni in časovni profil, dinamika 
reakcije, koncentracije reagentov, kvaliteta encima, oligonukleotidi in prisotnost 
inhibitorjev PCR v vzorcih. Inhibitorji PCR predstavljajo heterogeno skupino snovi, ki 
inhibirajo reakcijo PCR na različnih ravneh. Prisotni so v mnogih okoljskih vzorcih in 
povzročajo nizko učinkovitost reakcij PCR (Akane in sod., 1994; Katcher in sod., 1994; 
Demeke in sod., 2008). Večino inhibitorjev PCR predstavljajo organske spojine (urea, 
fenol, etanol, polisaharidi, melanin, SDS, huminske kisline, proteini (kolagen, 
mioglobin, hemoglobin, laktoferin, imunoglobin), proteinaze in nukleaze (Schrader in 
sod., 2012).  
 
Nukleaze lahko razgradijo DNK, ki jo uporabljamo kot matrico. Nekateri inhibitorji 
PCR lahko otežijo prileganje začetnih oligonukleotidov (Chandler in sod., 1998). 
Detergenti, urea, fenol in proteaze lahko razgradijo ali inaktivirajo DNK polimerazo 
(Rossen in sod., 1992). Kalcij, kolagen in hematin lahko inhibirajo aktivnost DNK 
polimeraze (Opel in sod., 2010). Huminske kisline, tudi če so prisotne v nizkih 
koncentracijah, reagirajo z matrično DNK in DNK polimerazo in tako preprečujejo 
uspešno reakcijo PCR (Sutlović in sod., 2008). Kompeticija med kalcijevimi in 
magnezijevimi ioni, povzroči zmanjšanje aktivnosti polimeraze, saj je Mg
2+
 kofaktor 
DNK polimeraze (Opel in sod., 2010). 
 
V odpadni vodi čistilnih naprav inhibitorje reakcije PCR v večini predstavlja delno 
razgrajena mikrobna biomasa. Ta je vir huminskih kislin, ki inhibirajo reakcijo PCR v 
že zelo majhnih koncentracijah. V odpadni vodi so prisotne še maščobe, proteini, 
polifenoli, težke kovine in kovinski ioni (železov, aluminijev), ki so pogosti inhibitorji 
reakcij PCR v okoljskih vzorcih (Shieh in sod., 1995; Rock in sod., 2010). 
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3 MATERIALI IN METODE 
















3.2 POTEK VZORČENJA ODPADNE VODE IN MERILNA MESTA 
 
Vzorčenje in izvajanje kemijskih analiz na CČNDK je potekalo v dveh obdobjih. S 
kemijskimi analizami in vzorčenjem odpadne vode smo na CČNDK pričeli 9.5.2016. 
Prvo obdobje vzorčenja je potekalo od 9.5.2016 do 27.6.2016, to je 49 dni. V tem 
obdobju izvajanja vzorčenja in meritev sta obratovala le dva reaktorja SBR (zagonska 
faza). Drugi del vzorčenja in izvajanje kemijskih analiz je potekal med 7.9.2016 in 
19.12.2016. V tem obdobju smo izvajali analize 39 dni. Drugo obdobje vzorčenja 
predstavlja podaljšano zagonsko fazo, saj so bili od 18.9.2016 v delovanju vsi štirje 
reaktorji SBR.  
 
Na merilnih mestih 1, 2 in 5 so bili nastavljeni avtomatski vzorčevalniki, ki so nam 
omogočili vzorčenje preko 24 ur, medtem ko smo na merilnih mestih 3, 4 in 6 vzorce 
jemali ročno s teleskopskimi palicami s pritrjeno posodo. Vzorčevalnik je vsako uro (na 
vsakih 15 min) odvzel 4 vzorce odpadne vode in na ta način smo dobili reprezentativne 
24-urne vzorce. Vzorce smo iz vzorčevalnikov odvzeli vsakodnevno in ob isti uri. 
Izbrali smo pet merilnih mest, ki so predstavljena na sliki 9. 
 
Merilna mesta, kjer smo vzorčili odpadno vodo med raziskavo, so prikazana na sliki 7. 
Vzorčili smo na petih merilnih mestih in sicer: 
Merilno mesto 1 – po mehanski stopnji čiščenja 
Merilno mesto 2 - vtok v reaktor SBR skupaj z blatnenico  
Merilno mesto 3 – anaerobni selektor (začetek in konec cikla) 
Merilno mesto 4 – reaktor SBR, kjer poteka prezračevanje (reaktor SBR)  
Merilno mesto 5 –iztok iz CČNDK. 
 
Ugotavljanje biološke učinkovitosti odstranjevanja 
fosforja, dokazovanje prisotnosti ter poskus 
kvantifikacije PAO 
 
Kemijske analize odpadne vode: 
analize skupnega fosforja, 
ortofosfata, KPK, amonijevega 








prisotnosti PAO  
Reakcija 
qPCR 
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Slika 7: CČNDK po končani nadgradnji leta 2016 z označenimi mesti vzorčenja (CČN Domžale, 
2017): 1 - po mehanski stopnji čiščenja, 2 - vtok v reaktor SBR + blatnenica (dotočna kineta), 3 - 
anaerobni selektor (začetek in konec cikla), 4 - reaktor SBR, 5 - iztok iz CČNDK. 
3.2.1 Merilno mesto »po mehanski stopnji čiščenja« 
 
Prvo merilno mesto odvzema vzorcev je bilo po mehanski stopnji čiščenja. To merilno 
mesto je tik za primarnim usedalnikom, maščobnikom, peskolovom ter finimi in 
grobimi grabljami, zato je odpadna voda na tem mestu že razbremenjena večjih delcev, 
peska in maščobe. Izbrali smo ga zato, da bi videli dejansko obremenitev reaktorjev 
SBR. Med mehansko stopnjo čiščenja se običajno odstrani do 10 % fosforja (v delcih, 
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Slika 8: Merilno mesto po mehanski stopnji čiščenja. 
 
Slika 9: Vzorčevalnik na mehanski stopnji čiščenja in vzorci. 
3.2.2 Merilno mesto »vtok v reaktor SBR z blatnenico« 
 
Drugo merilno mesto se nahaja tik pred vtokom odpadne vode v reaktor SBR. Na tem 
merilnem mestu je pomembno to, da ga dopolnjuje še voda iz strojnega zgoščanja in 
predzgoščanja odvečnega sekundarnega blata (imenovana blatnenica).  
 
Odvzem vzorcev za 
merilno mesto 1 
Vzorčevalnik in vzorci 
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Slika 10: Merilno mesto »vtok v reaktor SBR z blatnenico«. 
Na sliki 10 je prikazan vtok blatnenice v dotočno kineto, ki vodi v reaktorje SBR. 
3.2.3 Merilno mesto »anaerobni selektor« 
 
Tretje merilno mesto je del tretjega reaktorja SBR. Gre za anaerobni selektor, v katerem 
se domnevno vrši prva stopnja metabolizma PAO. Odpadna voda najprej vstopa v 
anaerobni selektor in po 45 min že preide v centralni del reaktorja SBR 3. V 
anaerobnem selektorju smo vzorčili ob začetku in ob koncu cikla. Najprej smo vzorec 
vzeli ob začetku cikla, takoj po ustavitvi prezračevanja. Drugi vzorec smo vzeli po 45 
min. Izmerili smo tudi koncentracije kisika s prenosno sondo. Vzorce smo jemali v 
predzadnjem prekatu, kjer še ni bilo opaziti večjih vplivov centralnega dela reaktorja 
SBR. Zadnji prekat selektorja se namreč že združi s centralnim delom reaktorja SBR, 








v dotočno kineto Odvzem vzorcev za 
merilno mesto 2 
 
Merilno mesto 3 
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3.2.4 Merilno mesto »reaktor SBR 3« 
 
Odpadna voda iz anaerobnega selektorja po 45 min priteče v reaktor SBR skozi veliko 
odprtino. Reaktor SBR 3 je bilo četrto merilno mesto in del reaktorja, kjer poteka 
aeracija. Vzorce smo jemali skozi loputo nad reaktorjem SBR s podaljškom za 
zajemanje vzorcev in tik pred koncem cikla prezračevanja.  
 
 
Slika 12: Merilno mesto »reaktor SBR«. 
 
Slika 13: Vzorčevalna odprtina na reaktorju SBR. 
Merilno mesto 4 
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3.2.5 Merilno mesto »iztok iz CČNDK« 
 
Zelo pomembno merilno mesto predstavlja iztok iz CČNDK. Na podlagi analiz odpadne 
vode na iztoku smo namreč lahko ugotovili dejansko učinkovitost biološkega 
odstranjevanja fosforja. Iztočno vodo predstavlja voda, ki ostane v reaktorju SBR po 
usedanju biomase. Po usedanju biomase odpadna voda odteče v iztok preko prelivnikov. 
 
Vzorci se med seboj razlikujejo v različnih parametrih (količina mikrobne biomase ter 
drugih delcev, motnosti). V vzorcu po mehanski stopnji čiščenja in v vzorcu odpadne 
vode, ki priteče v reaktor SBR (posodi 1 in 2) še ni prisotne opazne mikrobne biomase. 
Večja količina mikrobne biomase je prisotna v vzorcih odpadne vode iz anaerobnega 
selektorja in reaktorja SBR (posode 3, 4 in 5). Na iztoku prav tako ni prisotne mikrobne 
biomase, saj se ta v predhodnih korakih odstrani (posoda 6). 
 
 














1 2 3 4 5 6 
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3.3 VZORČENJE MIKROBNE BIOMASE 
 
Za analizo prisotnosti PAO smo vzorčili mikrobno biomaso na sledečih merilnih 
mestih:  
 
1 Vzorec odpadne vode po mehanski stopnji čiščenja 
4 Vzorec odpadne vode iz reaktorja SBR  
6 Vzorec odpadnega blata iz gnilišča. 
 
Slika 15: CČNDK po končani nadgradnji leta 2016 z označenimi mesti vzorčenja biomase (CČN 
Domžale, 2017): merilno mesto po mehanski stopnji čiščenja(1), reaktor SBR (4), gnilišče (6). 
Pri vzorčenju mikrobne biomase smo dodali še eno vzorčno mesto in sicer gnilišče. To 
vzorčno mesto je pomembno, saj se sekundarno blato (z domnevno bogato mikrobno 
združbo, del katere predvidevamo, da so tudi PAO) iz reaktorjev SBR odvaja v gnilišča.  
Po 40 mL vzorca odpadne vode, ki smo jo vzorčili na posameznem merilnem mestu, 
smo centrifugirali 10 min pri 10000 g. Po koncu centrifugiranja smo zavrgli 
supernatant, ter centrifugirano biomaso shranili pri temperaturi -20 °C do analize. 
3.4 ANALITSKI POSTOPKI 
3.4.1 Meritev koncentracije skupnega fosforja (TP) 
 
Za določanje skupnega fosforja v vzorcu smo vzorce dobro premešali in jih glede na 
pričakovano vrednost fosforja še dodatno redčili. Vzorce smo analizirali s kivetnimi 
testi Hach LCK 348. V vsako kiveto smo odpipetirali po 0,5 mL vzorca, jo zaprli in 
dobro premešali. Kivetne testne mešanice smo termostatirali 2 uri pri temperaturi 100 
°C in jih ohladili. Fosfatni ioni v raztopini vzorca med ohlajanjem reagirajo z 
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kompleks, ki se reducira z askorbinsko kislino do fosfomolibdena (modre barve). Po 10 
min inkubacije pri temperaturi 25 °C, smo s spektrofotometrom DR 3900 (Hach Lange 
GMBH, Nemčija) izmerili absorbanco pri valovni dolžini 850 nm. Spektrofotometer je s 




Slika 16: Različne koncentracije fosforja v merilnih kivetah Hach LCK 348 po reakciji z reagentom 
(temna modra barva – višja koncentracija fosforja). 
3.4.2 Meritev koncentracije fosforja v ortofosfatu (PO4 – P – v nadaljevanju 
ortofosfat) 
 
Za meritev ortofosfata smo uporabili kivetne teste Hach LCK 348. Meritev 
koncentracije ortofosfata se od meritve skupnega fosforja loči po tem, da vzorca pri 
meritvi ortofosfata nismo termostatirali. Vzorce smo pred izvedbo meritve najprej 
prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 μm. Nato smo 0,5 mL vzorca odpipetirali v 
kiveto, v kateri je bila testna mešanica. Princip nastanka fosfomolibdena (modre barve) 
je enak kot pri določanju skupnega fosforja (poglavje 3.4.1). Po 15 min smo s 
spektrofotometrom DR 3900 (Hach Lange GMBH, Nemčija) izmerili absorbanco pri 
valovni dolžini 850 nm. Spektrofotometer je s pomočjo umeritvene krivulje izračunal 
koncentracijo fosforja v posameznem vzorcu. 
3.4.3 Meritev kemijske potrebe po kisiku (KPK)  
 
Kemijska potreba po kisiku je ekvivalent za prisotnost (razgradljive in nerazgradljive) 
organske snovi v vzorcu (Roš, 2010). Postopek temelji na oksidaciji sestavin v odpadni 
vodi z znano količino kalijevega dikromata, kot močnega oksidanta v mešanici žveplene 





 izmerimo spektrometrično pri valovni dolžini 448 nm in 
preko umeritvene krivulje izračunamo KPK. Na podlagi ocene obremenitve vzorca z 
organsko snovjo, ki je bila pridobljena na podlagi predhodnjih analiz, smo izbrali 
ustrezni kivetni test (Hach LCK 314, Hach LCK 1414 ali Hach LCK 114). Vzorce smo 
po potrebi redčili, da je koncentracija organske snovi dosegla ustrezno merilno območje 
za posamezni test. Nato smo v kiveto z reagenti odpipetirali 2 mL vzorca, jo zaprli in 
dobro premešali. Kivetne teste smo termostatirali 2 uri pri temperaturi 148 ± 2 °C v 
aparaturi HT 200S (Hach Lange GMBH, Nemčija). Po končanem termostatiranju smo 
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kivete pustili, da se ohladijo. S spektrofotometrom DR 3900 (Hach Lange GMBH, 
Nemčija), smo izmerili absorbanco vzorca pri valovni dolžini 592 nm. Pri izračunu 




Slika 17: Izgled vzorcev z različnimi koncentracijami KPK v meritvenih kivetah Hach LCK 114 
(zeleno obarvani vzorci – več organske snovi, oranžno obarvani vzorci – manj organske snovi). 
3.4.4 Meritev topnega KPK 
 
Pred merjenjem topnega KPK smo vzorce prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 
μm. S filtracijo smo odstranili biomaso, ki bi topni KPK privzela in ga porabila v 
lastnem metabolizmu, zato bi lahko izmerili nižje koncentracije od dejanskih. Nadaljnji 
potek dela, je bil enak kot pri meritvah skupnega KPK (poglavje 3.4.3).  
3.4.5 Meritev koncentracije amonijevega dušika (NH4-N – v nadaljevanju 
amonijev dušik) 
 
Za analizo amonijevega dušika smo uporabili kivetne teste Hach LCK 303 in 304 (Hach 
Lange GMBH, Nemčija). V testno kiveto smo odpipetirali 0,2 mL prefiltiranega vzorca. 
Vzorec smo prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 μm. Pri pH 12,3 so amonijevi 
ioni reagirali s hipokloritnimi ioni in salicilatnimi ioni in nastal je indofenol modro, 
katerega absorbanco, pri valovni dolžini 693 nm, smo izmerili s spektrofotometrom DR 
3900 (Hach Lange GMBH, Nemčija). 
3.4.6 Meritev koncentracije nitratnega dušika (NO3 – N – v nadaljevanju 
nitratni dušik) 
 
Metoda temelji na reakciji nitratnih ionov v raztopini, ki vsebuje žvepleno in fosforno 
kislino z 2,6-dimetilfenolom pri čemer nastane 4-nitro- 2,6-dimetilfenol. Pred meritvijo 
nitratnega dušika smo vzorce prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 μm. Vzorce 
smo po potrebi redčili, da je koncentracija dosegla ustrezno merilno območje za 
posamezni test. Po 1 mL filtriranega vzorca smo prenesli v original Hach LCK 339. 
Kiveto smo dobro zaprli in pomešali ter inkubirali 15 min pri temperaturi 25 °C. 
Nitratni ioni v raztopini, ki vsebuje žvepleno in fosforno kislino, reagirajo z 2,6-
dimetilfenolom pri čemer nastane 4-nitro- 2,6-dimetilfenol. Po 15 min inkubacije smo 
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izmerili absorbanco pri valovni dolžini 370 nm s spektrofotometrom DR 3900 (Hach 




Slika 18: Različne koncentracije nitrata v meritvenih kivetah Hach LCK 339 (temna rdeča barva – 
višja koncentracija nitrata). 
3.4.7 Merjenje sušine (ang. Mixed Liquor Suspended Solids - MLSS) 
 
Sušino predstavljajo suspendirane snovi v raztopini po odstranitvi vode (Henze in sod., 
2008). Določili smo jo tako, da smo v merilni valj odmerili 50 mL odpadne vode. 
Vzorec smo nato prefiltrirali skozi celulozni filter (velikost por 0,45 μm), ki smo ga 
predhodno stehtali. Filtre smo prestavili v sušilno peč (Kambič, Slovenija) za 120 min 
ter inkubirali pri temperaturi 95 °C. Po koncu sušenja smo filter ponovno stehtali in iz 
razlike teže filtra pred in po sušenju izračunali sušino v g/L.     
3.4.8 Meritve koncentracij skupnega fosforja v iztoku CČNDK v podaljšani 
zagonski fazi 
 
Drugi del vzorčenja (7.9.2016 – 19.12.2016) in kemijske analize skupnega fosforja smo 
izvajali v podaljšani zagonski fazi, ko so bili v delovanju vsi štirje reaktorji SBR. V tej 
fazi so na CČNDK začeli z avtomatskim dodajanjem FeCl3, s katerim so omogočili 
dodatno kemično obarjanje fosforja. FeCl3 so v reaktorje SBR dodajale avtomatske 
črpalke. 
3.4.9 Izračun masne bilance skupnega fosforja na CČNDK 
 
V izračunu masne bilance za leti 2016 in 2017 smo zajeli povprečne mesečne podatke iz 
leta 2016 oz. iz leta 2017. Iz skupne mesečne količine odpadne vode (m
3
/mesec) in 
povprečne mesečne koncentracije skupnega fosforja (mg/L) na posameznem merilnem 
mestu, smo izračunali povprečne mesečne koncentracije skupnega fosforja (mg/L) na 
posameznem merilnem mestu (vtok CČNDK, primarno blato, sekundarno blato, iztok 
CČNDK). 
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3.5 IZVAJANJE POSKUSA BIOLOŠKEGA ODSTRANJEVANJA FOSFORJA Z  
     LABORATORIJSKIMI ŠARŽNIMI TESTI 
 
V anaerobnih selektorjih okoljske razmere omogočajo prvo stopnjo metabolizma PAO 
(Henze in sod., 2008). Ortofosfat, naj bi se iz celic PAO sproščal proti koncu cikla, ko 
kisik v selektorju porabijo heterotrofne bakterije, kar vodi v nastanek anaerobnih 
razmer, ki so predpogoj za sproščanje ortofosfata iz celic (Šlajpah, 1997). V laboratoriju 
smo z laboratorijskimi šaržnimi testi poizkušali posnemati delovanje reaktorjev SBR oz. 
spremljati biološko odstranjevanje fosforja z merjenjem koncentracij ortofosfata v 
aerobnih in anaerobnih pogojih. Koncentracijo kisika smo merili s prenosno kisikovo 
sondo (Hach, Nemčija).  
3.5.1 Potek poskusa 
 
Poskus, v katerem smo merili sproščanje ortofosfata v anaerobnih in aerobnih razmerah, 
smo izvedli dvakrat. V prvem poskusu smo želeli ugotoviti ali se ortofosfat sploh 
sprošča iz celic mikrobne biomase pri anaerobnih pogojih. V drugem poskusu, smo 
ugotavljali, kako večja količina biomase vpliva na sproščanje oz. privzemanje 
ortofosfata s strani mikrobne biomase. Prvi poskus smo izvedli v dveh ponovitvah, 
drugega v eni ponovitvi. 
3.5.1.1 Potek prvega poskusa - ali se ortofosfat sprošča iz celic PAO v anaerobnih   
pogojih? 
 
Prvi poskus je potekal tako, da smo iz reaktorja SBR odvzeli biomaso, počakali da se 
usede ter odlili supernatant (za poskus smo uporabili le zgoščeno biomaso). V dve 
dvolitrski stekleni čaši (dve ponovitvi) smo zmešali 1 L zgoščene biomase in 1 L 
odpadne vode z merilnega mesta po mehanski stopnji čiščenja. Z dodatkom odpadne 
vode smo v poskusno mešanico vnesli hranila, ki jih mikroorganizmi potrebujejo za 
svoje delovanje. Poskus je potekal štiri ure v termostatirni sobi pri temperaturi 20 °C ob 
konstantnem mešanju na magnetnem mešalu. Posodo smo na koncu prekrili s 
parafilmom, da smo preprečili raztapljanje kisika iz zraka v vodi. 
 
Poskus je potekal v dveh delih. Prvi del poskusa je trajal 120 min in v tem času 
poskusne mešanice nismo prezračevali. S sondo smo preverili samo, da se je kisik v 
posodi hitro porabil. V drugem delu poskusa (po 120 min) smo poskusno mešanico 
začeli prezračevati. S tem smo dosegli prehod v aerobne pogoje, ki so nujno potrebni za 
učinkovito biološko odstranjevanje fosforja. Učinkovito prezračevanje smo dosegli z 
akvarijskimi filtri na katere so bile priklopljene črpalke, ki so omogočale dovod zraka. 
Filter in črpalka sta bila povezana preko plastične cevi.  Na začetku poskusa in nato na 
vsakih 30 min smo izmerili koncentraciji ortofosfata in kisika v vzorcu, ki smo ga 
odvzeli iz testne čaše. Iz poskusne mešanice smo vsakih 30 min odvzeli po 10 mL 
vzorca, ga prefiltirali skozi filter z velikostjo por 0,45 μm, ter izmerili koncentracije 
ortofosfata (poglavje 4.4.2).  
 
Pričakovali smo, da se bodo v poskusni mešanici zaradi velike količine mikrobne 
biomase, hitro vzpostavili anaerobni pogoji, v katerih bomo ob prisotnosti PAO zaznali 
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povečanje koncentracije ortofosfata, ob začetku zračenja pa bi se morale koncentracije 
ortofosfata zmanjšati zaradi privzema s strani PAO.  
3.5.1.2 Ugotavljanje povezave med količino biomase in nihanjem koncentracije 
ortofosfata v vzorcih odpadne vode 
 
Z drugim poskusom smo želeli ugotoviti kako količina biomase vpliva na sproščanje oz. 
privzemanje ortofosfata. Predvidevali smo, da bo večja količina biomase povezana s 
sproščanjem in nato tudi privzemanjem večjih količin fosforja. Potek dela je bil pri 
drugem poskusu enak kot pri prvem z nekaj prilagoditvami: za večjo količino biomase 
smo povečali čas posedanja mikrobne biomase iz 15 min na 30 min. Z merjenjem sušine 
(ang. Mixed Liquor Suspended Solids – MLSS) smo ugotovili, da smo tako pridobili 
približno dvakrat večjo količino biomase (parameter MLSS je bil v prvem poskusu 5 
g/L, v drugem 9,5 g/L).  
 
Preglednica 3: Sestava mešanic v šaržnih testih, s katerimi smo ugotavljali vpliv količine biomase 
na sproščanje in privzemanje ortofosfata iz odpadne vode. 
Poskus 1 Poskus 2 
1 L zgoščene biomase (MLSS = 5 g/L) 1 L bolj zgoščene biomase (MLSS 
= 9,5 g/l) 
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3.6 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI POLIFOSFAT AKUMULIRAJOČIH 
BAKTERIJ V VZORCIH BIOMASE, ODVZETIH NA RAZLIČNIH 
MERILNIH MESTIH 
 
3.6.1 Izolacija celokupne DNK iz aktivnega blata  
 
Celokupno DNK smo izolirali iz vzorcev odvzetih na treh merilnih mestih (1, 4 in 6) v 
treh ponovitvah. Za izolacijo DNK smo uporabili DNeasy® PowerSoil® Kit (Qiagen, 
USA). Pri izolaciji smo sledili navodilom, ki jih je predpisal proizvajalec.  
 
Pred izolacijo DNK smo 40 mL vzorca centrifugirali (10 min, 8000 x g). Na ta način 
smo zgostili biomaso na dnu centrifugirke. V mikrocentrifugirko PowerBead, ki vsebuje 
kroglice smo zatehtali 0,25 g zgoščene biomase. Dodali smo 60 μL raztopine C1 in 
stresali 10 min. S tem smo povzročili mehansko razbijanje celičnih sten. Po končanem 
stresanju smo vzorce centrifugirali (30 s, 10000 x g), ter odpipetirali supernatant v novo 
mikrocentrifugirko. Dodali smo 250 μL raztopine C2 in stresali 5 s ter inkubirali 5 min 
pri 2-8 °C. Po inkubaciji smo vzorce ponovno centrifugirali 1 min pri 10000 x g. 
Supernatant smo odpipetriali v novo mikrocentrifugirko in dodali raztopino C3 ter 
ponovno inkubirali 5 min pri temperaturi 2-8 °C. Po končani inkubaciji smo vzorec 
centrifugirali (1 min, 10000 x g). Z dodatkom raztopin C2 in C3 smo oborili proteine in 
ostale nečistoče, ki smo se jih nato znebili s centrifugiranjem. Po 750 μL supernatanta 
smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali še 1200 μL raztopine C4, ter stresali 5 
s. Nato smo uporabili mikrocentrifugirke z membrano (MB Spin Column). Vzorce smo 
centrifugirali trikrat, vsakič (1 min, 1000 x g) po 675 μL našega vzorca. Po vsakem 
centrifugiranju smo zavrgli raztopino, ki je prešla membrano (nečistoče). Na membrano 
vezani DNK smo dodali 500 μL raztopine 5 in centrifugirali (30 s, 10000 x g). Na ta 
način smo zagotovili, da smo z DNK sprali še preostale prisotne nečistoče. Zavrgli smo 
tekočino, ki je prešla membrano in še enkrat centrifugirali (1 min, 10000 x g), da smo 
odstranili ostanke raztopine C5. Na membrano vezano DNK, smo nato prenesli v čisto 
mikrocentrifugirko z dodatkom 100 μL elucijske raztopine C6 ter centrifugiranjem (30 
s, 10000 x g) (Tan in Yiap, 2009). 
3.6.2 Merjenje koncentracije in čistosti izolirane DNK 
 
Koncentracijo in čistost DNK smo merili s spektrofotometrom Nanovue (Biochrom, 
ZDA). Spektrofotometer smo najprej umerili s tekočino v kateri je bila raztopljena DNK 
(v našem primeru raztopina C6 iz kompleta DNeasy® PowerSoil® Kit). Po umerjanju 
spektrofotometra, smo izmerili absorbanci pri valovnih dolžinah 260 nm in 280 nm 
(Glasel, 1995; Porterfield in sod., 2010).  
 
Čistost DNK lahko preverimo z razmerjem absorpcije svetlobe pri valovnih dolžinah 
260 nm in 280 nm. Pri 260 nm imajo absorpcijski maksimum nukleinske kisline, pri 
280 nm proteini. Če je razmerje A260/A280, med 1,8 in 2,0, to pomeni, da raztopina 
DNK ni pretirano zasičena s proteini in jo definiramo kot čisto (Glasel, 1995; 
Porterfield in sod., 2010). 
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3.6.3 Ugotavljanje prisotnosti PAO z verižno reakcijo s polimerazo (ang. 
Polymerase Chain Reaction – PCR) 
 
Prisotnost PAO smo dokazovali z metodo PCR, s katero smo pomnoževali (1) 
funkcionalni genski marker ppk1, ki je značilen za različne vrste PAO in (2) regiji 
genov 16S rDNK, specifični za dva ključna predstavnika PAO - Candidatus 
Accumulibacter phosphatis (CAP) ter Tetrasphaera australiensis. Za pomnoževanje 
tarčnih genov smo uporabili začetne oligonukleotide, ki so prikazani v preglednici 4. 
Par začetnih oligonukleotidov ACCppk1 254F, ACCppk1 1376R (Yamping in sod., 
2015), smo uporabili za dokazovanje in kvantifikacijo nukleotidnega zaporedja gena 
ppk1, ki je značilen za različne vrste polifosfatnih akumulatorjev. Za dokazovanje in 
poskus kvantifikacije gena 16S rDNK CAP smo uporabili par začetnih oligonukleotidov 
PAO 518f in PAO 846r (He in sod., 2007). Par APAO 184f in APAO 445r smo 
uporabili za dokazovanje in poskus kvantifikacije T. australiensis (Okunuki in sod., 
2007). 
 
Da bi se izognili kontaminaciji, smo reakcijske mešanice vedno pripravljali v temu 
namenjeni komori (Biosan, Latvija), izven slednje smo dodali le vzorce DNK. Skupni 
volumen posamezne reakcijske mešanice, kjer smo uporabili začetne oligonukleotide 
ACCppk1 254F, ACCppk1 1376R ali PAO 518f in PAO 846r, je znašal 25 μL in je 
vseboval 0,5 μM vsakega od začetnih oligonukleotidov (IDT, ZDA), 2,5 mM MgCl2 
(Thermo Scientific, ZDA), 10 x pufer Taq s KCl-MgCl2 (Thermo Scientific, ZDA), 0,2 
mM mešanice nukleotidov (Thermo Scientific, ZDA), 1,25 U/μL DNK polimeraze Taq 
(Thermo Scientific, ZDA), sterilno vodo (Sigma, ZDA) in 1 μL matrice DNK. 
 
Za določanje optimalne temperature naleganja začetnih oligonukleotidov, smo izvedli 
gradientno reakcijo PCR. Za začetne oligonukleotide APAO 184f in APAO 445r smo 
korak naleganja začetnih oligonukleotidov izvajali od 46,2 °C do 51 °C. Pri začetnih 
oligonukletotidih ACCppk1 254F, ACCppk1 1376R, smo izvedli gradientno reakcijo 
PCR pri temperaturah naleganja začetnih oligonukleotidov med 60 °C in 65 °C. 
 
















                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




Preglednica 4: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pomnoževanje tarčnih genov, 
specifičnih za izbrane skupine PAO. 
Tarčni gen/odsek 
tarčnega gena 





različne vrste polifosfat 
akumulirajočih bakterij 









PAO 518F CCAGCAGCCGCG GTAAT 
350 












APAO 445r GTCACTTTCGCTTCTTCCC  
 
Preglednica 5: Koraki pomnoževanja tarčnih odsekov genov 16S rDNK T. australiensis (gradientna 
PCR). 
Korak Proces Temperatura (°C) Čas Št. ciklov 
1. Denaturacija tarče 95 3 min 1x 
2. Denaturacija 95 30s 
40x 
 
Naleganje oligonukleotidov 46,2 – 51  30s 
 
Pomnoževanje 72 75s 
3. Končno podaljševanje 72 10 min 1x 
4. Hlajenje vzorcev 4 ∞ 
  
Preglednica 6: Koraki pomnoževanja tarčnih odsekov genov 16S rDNK CAP. 
Korak Proces Temperatura (°C) Čas Št. ciklov 
1. Denaturacija tarče 95 3 min 1x 
2. Denaturacija 95 30s 
35x 
 
Naleganje oligonukleotidov 62 30s 
 
Pomnoževanje 72 40s 
3. Končno podaljševanje 72 10 min 1x 
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(°C) Čas Št. ciklov 
1. Denaturacija tarče 95 3 min 1x 




oligonukleotidov 60  – 65  30s 
 
Pomnoževanje 72 75s 
3. Končno podaljševanje 72 10 min 1x 
4. Hlajenje vzorcev 4 ∞ 
 
3.6.4 Čiščenje pomnožkov DNK iz reakcije PCR 
 
Pomnožke, ki smo jih dobili v mešanici reakcije PCR, smo očisitili s kompletom 
PureLink Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit 
(ThermofischerScientific, ZDA). Mešanici PCR smo dodali 50 μL vezavnega pufra in 
mešanico odpipetirali na membrano, ki smo jo predhodno postavili v čisto 
mikrocentrifugirko. Mešanico smo 1 min centrifugirali pri 10000 x g. Po centrifugiranju 
smo membrano z vezano DNK prestavili v čisto mikrocetrifugirko in na membrano 
dodali 650 μL pufra z etanolom. Mešanico smo ponovno centrifugirali 1 min pri 10000 
x g. Membrano z vezano DNK smo ponovno prestavili v čisto mikrocentrifugirko in 
centrifugirali 3 min pri 10000 x g. Po centrifugiranju smo membrano prestavili v novo 
mikrocentrifugirko in na membrano dodali 50 μL elucijskega pufra ter nato ponovno 
centrifugirali 1 min pri 10000 x g ter eluirano DNK do uporabe shranili pri -20°C 
(Tan in Yiap, 2009). 
3.6.5 Agarozna gelska elektoroforeza 
 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali velikost pomnožkov PCR. Gel smo 
pripravili tako da smo 0,32 g agaroze (SeaKem® LE Agarose, Velika Britanija) 
raztopili v 40 mL 0,5 x pufra TBE (preglednica 8). Mešanico pufra in agaroze smo 
segrevali v mikrovalovni pečici (Sharp R202, Japonska), dokler se ni agaroza raztopila. 
Ko se je mešanica ohladila do temperature približno 50 °C, smo jo prelili v 
elektroforezno kad (mini-sub in wide mini-sub cell gt, Bio-Rad, ZDA), kjer se je strdila.  
Vzorce smo pred nanašanjem na gel zmešali s pufrom za nanašanje vzorcev. Za oceno 
velikosti pomnožkov smo na gel nanesli tudi velikostni standard GeneRuler
TM
 1 kb 
DNA ladder (Thermo Scientific, ZDA). Elektroforeza je potekala 60 min pri konstantni 
napetosti 100 V v 0,5 x pufru TBE (preglednica 8). Po končani elektroforezi smo gele 
inkubirali 15 min v raztopini etidijevega bromida s koncentracijo 1 μg/mL ter jih nato 
30 min spirali v destilirani vodi. Z UV lučjo (Applied Biosystems, UDA) smo osvetlili 
gel ter sliko analizirali v programu Molecular analyst
TM
 (BioRad, ZDA). 
 
Preglednica 8: Sestava pufra TBE. 
Sestava Proizvajalec 
0,045 M Tris Merck, Nemčija 
0,045 M H3BO3 Merck, Nemčija 
1 mM EDTA Merck, Nemčija 
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3.6.6 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (qPCR) 
 
Z metodo qPCR smo želeli kvantificirati ključne predstavnike polifosfat akumulirajočih 
bakterij (vrste Candidatus Accumulibacter phosphatis in rodu Tetrasphaera) v aktivnem 
blatu CČNDK. Pred analizo vzorcev z metodo qPCR, smo programe za pomnoževanje 
optimizirali s klasično metodo PCR. 
 
Skupni volumen vsake reakcijske mešanice je znašal 20 μL in je vseboval 10 μL 
univerzalne mešanice qPCR KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix (Kapa 
Biosystems, ZDA), 0,4 μL začetnih oligonukleotidov in 4 μL matrice DNK. 
Univerzalna mešanica Kapa je vsebovala polimerazo Kapa Sybr fast DNA, reakcijski 
pufer, oligonukleotide, barvilo SYBR Green I in MgCl2 s končno koncentracijo 2,5 mM 
(Sigma-Aldrich, 2017). Po 16 μL pripravljene mešanice smo prenesli v 
mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemčija) ter dodali 4 μL ustrezno redčene matrice 
DNK (v dveh ponovitvah). Kot negativno kontrolo (NK) smo uporabili enako 
pripravljeno mešanico, v katero smo namesto matrice DNK dodali 4 μL sterilne vode 
(Sigma-Aldrich, ZDA). Na ta način smo želeli preveriti, da pripravljena mešanica ni 
kontaminirana. Mešanice smo pred prenosom v ciklični termostat centrifugirali 
(Applied Biosystem, ZDA). Za obdelavo podatkov smo uporabili program MxPro 
(Agilent, ZDA).  
 
Pred reakcijo qPCR smo vzorce izolirane DNK ustrezno redčili s sterilno deionizirano 
vodo. Vzorce izolirane DNK smo za detekcijo gena ppk1 redčili 3x, 10x, 50x, 100x, za 
detekcijo 16S rDNK CAP smo vzorce redčili 2x, 4x, 5x, 8x, 10x, 16x, 32x, 64x, 128x.   
3.6.6.1 Standardi za kvantifikacijo  
 
Absolutna kvantifikacija mikroorganizmov v vzorcih temelji na zanesljivi umeritveni 
krivulji, pripravljeni iz vzorca, v katerem poznamo količino tarčne DNK. Vzorec z 
znano količino DNK nato primerno redčimo. Za standard se najpogosteje uporablja 
izolirana genomska DNK čiste mikrobne kulture z znanim številom celic, produkti 
reakcije PCR ali rekombinantno plazmidno DNK (Rutledge in Cote, 2003; Pabinger in 
sod., 2014). 
 
Graf umeritvene krivulje je premica, ki prikazuje vrednosti mejne vrednosti (ang. 
treshold cycle – Ct) redčitev standarda v odvisnosti od logaritma količine DNK v 
posamezni redčitvi. Vrednost Ct je zaporedna številka cikla, pri katerem fluorescentni 
signal preseže postavljeni prag zaznave (Košir, 2015). Količino tarčne DNK v vzorcih 
lahko izračunamo na osnovi enačbe umeritvene krivulje. Iz umeritvene krivulje lahko 
določimo tudi naklon premice, ki nam pove kolikšna je učinkovitost pomnoževanja 
reakcije PCR.  
 
Za pripravo umeritvenih krivulj za kvantifikacijo ključnih predstavnikov PAO smo iz 
zbirke DSMZ naročili čisti kulturi bakterij Rhodocyclus tenuis (DSM 109) in 
Tetrasphaera australiensis (DSM 13193). 
 
Ker do sedaj še nikomur ni uspelo izolirati bakterije Candidatus Accumulibacter 
phosphatis, najbližji izolirani predstavniki pa so iz rodu Rhodocyclus, smo kot standard 
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za pripravo umeritvene krivulje za kvantifikacijo CAP nameravali uporabiti čisto 
kulturo bakterije R. tenuis.  
 
Kljub upoštevanju vseh priporočil glede pogojev gojenja bakterij R. tenuis in T. 
australiensis navedenih v priloženih dokumentih DSMZ, nam nobenega od naročenih 
sevov ni uspelo gojiti, zato smo v nadaljevanju za pripravo orientacijskih standardov 
uporabili očiščene pomnožke tarčnih genov, ki smo jih dobili s klasično metodo PCR. 
Ker tak način ne omogoča natančne kvantifikacije tarčnih genov v vzorcih, vrednosti 
nismo uporabili za absolutno kvantifikacijo, temveč le za relativno primerjavo množine 
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4.5 REZULTATI KEMIJSKIH ANALIZ VODE NA POSAMEZNIH MERILNIH      
MESTIH CČNDK 
 
V »prvi stopnji čiščenja«, »vtoku v reaktor SBR z blatnenico«, »anaerobnem selektorju 
na začetku/koncu cikla«, »reaktorju SBR« in »iztoku iz CČNDK« smo merili 
koncentracije skupnega fosforja, ortofosfata, KPK, amonijevega dušika in nitratnega 
dušika, s katerimi smo ugotavljali učinkovitost biološkega odstranjevanja fosforja v 
povezavi s parametri, ki vplivajo na ta proces.  
 
Zaradi boljšega pregleda smo rezultate iz prilog L in K povzeli v preglednici 9. V 
preglednici so prikazane povprečne vrednosti koncentracij merjenih parametrov v času 
prvega dela meritev (47 vzorčevalnih dni).  
 
Povprečne vrednosti in standardne deviacije so izračunane iz dnevnih vrednosti 
posameznih parametrov, ki so prikazane v prilogah C, L in K. 
  
Preglednica 9: Koncentracije skupnega fosforja, ortofosfata, KPK, amonijevega dušika in nitrata v 
vzorcih odpadne vode, odvzetih na različnih merilnih mestih. Prikazane so povprečne vrednosti 


















stopnji čiščenja 4,1 ± 1,1 2,3 ± 0,7 305 ± 7 25,4 ± 7,6 0,5 ± 0,1 45 
Vtok v reaktor 
SBR + blatnenica  5,3 ± 1,4 2,5 ± 0,8 391 ± 9 25,1 ± 7,8 0,7 ± 0,3 42 
Anaer. selektor 
začetek cikla 24,4 ± 7,3 3,9 ± 1,5 1901 ± 45 16,9 ± 6,4 0,7 ± 0,4 29 
Anaer. selektor 
konec cikla 17,2 ± 6,9 2,5 ± 0,9 1311 ± 37 18,5 ± 5, 1,2 ± 0,7 30 
Reaktor SBR  61,2 ± 9,3 2,3 ± 0,5 5555 ± 626 /  /  30 
Iztok CČN 2,7 ± 0,6 2,4 ± 0,5 30,5 ± 5,1 1,7 ± 0,7 6,4 ± 2,1 40 
 
Na prvem merilnem mestu je povprečna koncentracija KPK znašala 305 ± 73 mg/L. Na 
drugem merilnem mestu je bila vrednost KPK povišana glede na predhodno merilno 
mesto in sicer smo izmerili 391 ± 95 mg/L. V selektorju smo na začetku cikla izmerili 
višjo koncentracijo KPK kot na koncu cikla. V reaktorju SBR so bile izmerjene 
vrednosti koncentracije KPK v povprečju najvišje (5555 ± 626). Koncentracija KPK je 
bila na iztoku iz CČNDK najnižja in je znašala 30,5 ± 5,1 mg/L. 
 
Povprečna koncentracija amonijevega dušika, ki smo jo izmerili po mehanski stopnji 
čiščenja, je bila 25,4 ± 7,6 mg/L. V anaerobnem selektorju je na začetku cikla 
povprečna koncentracija amonijevega dušika znašala 16,9 ± 6,4 mg/L, na koncu cikla 
18,5 ± 5,4 mg/L. Na iztoku iz CČNDK je povprečna koncentracija amonijevega dušika 
znašala 1,7 ± 0,7 mg/L. 
 
Z meritvami nitrata smo ugotavljali, kako uspešno potekata nitrifikacija in 
denitrifikacija. Povprečna koncentracija nitratnega dušika je bila na prvih treh merilnih 
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mestih nizka (0,5 ± 0,1, 0,7 ± 0,3, 0,7 ± 0,4), na koncu cikla v selektorju se je povečala 
na 1,2 ± 0,7 mg/L. V iztočni vodi iz CČNDK smo izmerili 6,4 ± 2,1 mg/L nitratnega 
dušika (preglednica 9).  
 
Povprečna koncentracija ortofosfata je na prvem merilnem mestu znašala 2,3 ± 0,7 
mg/L. Ugotovili smo, da povprečna koncentracija ortofosfata na merilnem mestu 2 
znaša 2,5 ± 0,8 mg/L. Na začetku cikla v anaerobnem selektorju je bila povprečna 
koncentracija ortofosfata 3,9 ± 1,5 mg/L, na koncu cikla le 2,5 ± 0,8 mg/L. V reaktorju 
SBR smo izmerili koncentracijo ortofosfata 2,3 ± 0,5 mg/L, na iztoku 2,4 ± 0,5 mg/L. 
Koncentracije skupnega fosforja so na merilnem mestu 1 dnevno nihale, kar je 
prikazano na sliki 20. 
 
 
Slika 20: Nihanje povprečnih koncentracij TP na merilnem mestu po mehanski stopnji čiščenja 
med 3.9.2016 in 10.9.2016 (vzorci odvzeti na vsake dve uri). 
4.6 RAZMERJE KPK/TP NA MERILNEM MESTU »VTOK V REAKTOR SBR Z 
BLATNENICO« 
 
Razmerje KPK/TP je bilo na merilnem mestu »vtok v reaktor SBR z blatnenico« 71,8 ± 
11,0. Najmanjša vrednost razmerja je bila 51,7, največja 99,9, kar je prikazano v 
preglednici 10.  
 





Povprečje 71,8 ± 11,0 39 
Min. vrednost 51,7 / 
Max. vrednost 99,0 / 
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4.7 ZMANJŠEVANJE KONCENTRACIJ SKUPNEGA FOSFORJA NA IZTOKU 
IZ CČNDK V PODALJŠANI ZAGONSKI FAZI (V DELOVANJU ŠTIRJE 
REAKTORJI SBR Z AVTOMATSKIM DODAJANJEM FeCl3) 
 
Drugi del vzorčenja in kemijske analize vode na iztoku iz CČNDK, smo izvedli od 
7.9.2016 do 19.12.2016 in rezultati teh meritev so prikazani na sliki 21 ter v prilogah E 
in D. Ugotovili smo, da se je koncentracija skupnega fosforja na iztoku iz CČNDK po 
17.10.2016 zmanjšala pod 1 mg/L. V zagonski fazi je bila učinkovitost biološkega 
čiščenja fosforja 35 %. Učinkovitost biološkega in kemičnega čiščenja fosforja v 
podaljšani zagonski fazi je bila 88 % (slika 21).  
 
 
Slika 21: Koncentracije skupnega fosforja na iztoku iz CČNDK pred in po uvedbi podaljšane 
zagonske faze (v delovanju štirje reaktorji SBR z avtomatskim dodajanjem FeCl3). 
4.8 REZULTATI POSKUSA BIOLOŠKEGA ODSTRANJEVANJA FOSFORJA Z 
LABORATORIJSKIMI ŠARŽNIMI TESTI 
 
Pri prvem poskusu biološkega odstranjevanja fosforja z laboratorijskimi šaržnimi testi 
smo ugotavljali ali se ortofosfat sprošča iz celic mikrobne biomase v anaerobnih 
pogojih. Izmerili smo, da se je koncentracija ortofosfata po vzpostaviti anaerobnih 
pogojev pri ponovitvi 1 zvišala iz začetnih 2,96 mg/L na 10,06 mg/L, pri drugi 
ponovitvi pa iz 2,82 mg/L na 10,4 mg/L. Po vzpostavitvi aerobnih pogojev se je 
koncentracija ortofosfata pri prvi ponovitvi znižala iz 10,04 na 2,76 mg/L, pri drugi pa 
iz 10,4 mg/L na 2,92 mg/L (slika 22, priloga A). Sušina je pri prvi ponovitvi znašala 5,0 
mg/L, pri drugi pa 5,2 mg/L. 
 
Koncentracije TP na iztoku v 
podaljšani zagonski fazi – biološko 
čiščenje (štirje reaktorji SBR) in 
kemično čiščenje odpadne vode 
 
 
Koncentracije TP na iztoku v zagonski 
fazi – samo biološko čiščenje (dva 
reaktorja SBR) odpadne vode  
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Slika 22: Koncentracije PO4
3-
-P in kisika v vzorcih odpadne vode pri prvem laboratorijskem 
šaržnem poskusu biološkega odstranjevanja fosforja (na grafu sta prikazani obe ponovitvi; *prva 
ponovitev, ** druga ponovitev). 
4.8.1 Rezultati drugega poskusa – kako količina biomase vpliva na sproščanje oz. 
privzemanje ortofosfata 
 
Pri drugem poskusu smo izmerili sušino 9,5 mg/L, kar dokazuje višjo koncentracijo 
biomase, kot v prvem poskusu. Pri drugem poskusu sproščanja oz. privzemanja 
ortofosfata smo ugotovili, da se je koncentracija ortofosfata v anaerobnih pogojih zviša 
iz 2,3 mg/L na 22,0 mg/L. V aerobnih pogojih se je koncentracija ortofosfata znižala na 
2,1 mg/L. Koncentracija topnega KPK se je tekom poskusa znižala iz 126 mg/L na 59 
mg/L, kar prikazujeta slika 23 in priloga B.  
Začetek zračenja 
Anaerobno Aerobno 
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Slika 23: Koncentracije PO4
3-
-P, topnega KPK in kisika v vzorcih odpadne vode pri drugem 
laboratorijskem šaržnem poskusu biološkega odstranjevanja fosforja. 
4.9 KONCENTRACIJE KISIKA V ANAEROBNEM SELEKTORJU 
 
Merjenje koncentracije kisika v anaerobnem selektorju je potekalo na začetku in koncu 
cikla. Prvo meritev kisika smo izvedli po desetih min od začetka cikla. Prvih 15 min 
namreč tudi v anaerobnem selektorju poteka zračenje, ki je namenjeno homogeni 
porazdelitvi biomase po reaktorju, saj se le-ta v času cikla posede. Druga meritev kisika 
je bila izvedena 5 min pred koncem cikla. Povprečna koncentracija kisika je na začetku 
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Preglednica 11: Koncentracije kisika izmerjene v anaerobnem selektorju v različnih časovnih 
točkah. 
  
Začetek cikla v 
selektorju  
Konec cikla v 
selektorju 
DAN Konc. O2 (mg/L) Konc. O2 (mg/L) 
9.05.2016 1,15 0,11 
10.05.2016 1,11 0,09 
11.05.2016 1,45 0,1 
12.05.2016 1,62 0,09 
13.05.2016 1,17 0,09 
14.05.2016 1,33 0,11 
15.05.2016 1,75 0,12 
16.05.2016 1,65 0,09 
19.05.2016 1,53 0,1 
20.05.2016 1,74 0,11 
23.05.2016 1,31 0,11 
24.05.2016 1,37 0,08 
25.05.2016 1,21 0,09 
26.05.2016 1,39 0,13 
27.05.2016 1,85 0,11 
30.05.2016 1,66 0,08 
Povprečje 1,46 0,10 
Najmanjša 
vrednost 1,11 0,08 
Največja 
vrednost 1,85 0,13 
4.10 MASNA BILANCA FOSFORJA V LINIJI ČIŠČENJA ODPADNE VODE  
 
Rezultati masne bilance kažejo, da je bilo v letu 2016 (do 18.9.2016) v sekundarnem 
blatu prisotnega le 17 % vsega fosforja, ki ga je prejela CČNDK. V letu 2017 se je 
odstotek vsega fosforja, ki ga je prejela CČNDK v sekundarnem blatu povečal tudi na 
80 % (september 2017). Povprečna mesečna obremenitev s fosforjem na vtoku CČN 
variirala od 111 kg/dan do 177 kg/dan. V vodi na iztoku iz CČNDK je bilo dnevno v 
povprečju 60 kg skupnega fosforja v letu 2016. Dnevna količina fosforja v iztoku, se je 
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Preglednica 12: Masna bilanca fosforja za leto 2017 v vtoku na CČDNK, primarnem blatu, 
sekundarnem blatu in v iztoku iz CČNDK. TP: skupni fosfor. 
  Masa fosforja (kg/dan) % TP glede na vtok 













120 40 20 60 33 % 17 % 
jan.17 118 40 69 8,7 34 % 58 % 
feb.17 111 39 63 9,1 35 % 57 % 
mar.17 111 33 67 10,1 30 % 61 % 
apr.17 122 46 62 14,9 37 % 50 % 
maj.17 110 38 57 14,8 35 % 52 % 
jun.17 140 43 93 3,9 31 % 66 % 
jul.17 156 44 108 3,9 28 % 69 % 
avg.17 111 34 74 3,2 31 % 66 % 
sep.17 177 30 141 5,4 17 % 80 % 
 
Količina skupnega fosforja na iztoku iz CČNDK je v letu 2016 povprečno znašala 60 
kg/dan. V letu 2017 se je količina skupnega fosforja v vodi na iztoku zmanjšala, delež 
fosforja v sekundarnem blatu povečal. V primarnem blatu je količina fosforja ostala 




















Slika 24: Količina skupnega fosforja v primarnem blatu, sekundarnem blatu in v iztoku iz CČNDK 
v letih 2016 in 2017. 
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4.11 UČINKOVITOST ČIŠČENJA ODPADNE VODE 
 
Učinkovitost biološkega čiščenja odpadne vode smo izračunali iz podatkov o 
obremenitvah odpadne vode, ki teče v reaktor SBR in iz podatkov o obremenitvah 
odpadne vode v iztoku iz CČNDK. Rezultati izračunov učinkovitosti čiščenja odpadne 
vode so pokazali, da je bila povprečna učinkovitost biološkega čiščenja fosforja v 
obdobju od 9.5.2016 do 27.6.2016 35 % (preglednica 13). Po kemičnem in biološkem 
čiščenju je bila povprečna učinkovitost odstranjevanja fosforja v obdobju meritev od 
7.9.2016 do 19.12.2016 na CČNDK 88 % (preglednica 14). Učinkovitost čiščenja 
skupnega dušika je bila v enakem obdobju 84 %. Vrednosti koncentracij KPK, TN in 
TP so bile v času meritev ves čas pod zakonsko določenimi mejami (preglednici 13 in 
14). 
Preglednica 13: Učinek biološkega odstranjevanja fosforja na CČDNK v obdobju od 9.5.2016 do 
27.6.2016. 
  Skupni fosfor (%) Skupni fosfor (mg/L) 
Odstranjeni 35 1,4 
Neodstranjeni 65 2,7 
Zahtevano v razpisu 45  / 
 
Preglednica 14: Vrednosti parametrov, ki kažejo na učinkovitost čiščenja odpadne vode na 
CČNDK v obdobju od 7.9.2016 do 19.12.2016 (vrednosti se nanašajo na vzorce po biološkem in 
kemičnem čiščenju; izračunane vrednosti se nanašajo na združene vzorce odvzete tekom 24 ur; 













KPK (mg/L) 100 60  28,7 ± 12,7 
Skupni dušik (mg/L) 10 8 7,3 ± 1,7 
Skupni fosfor (mg/L) 1 1  0,70 ± 0,25   
Učinek čiščenja TN (%) 80 87  84 
Učinek čiščenja TP (%) 80 80  88 
 
V podaljšani zagonski fazi delovanja (v delovanju vsi štirje reaktorji SBR v katere se 
dodaja FeCl3) je bila učinkovitost odstranjevanja fosforja v povprečju 88 %, skupnega 
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Preglednica 15: Učinkovitost čiščenja vode v reaktorjih SBR v podaljšani zagonski fazi delovanja 










Po mehanski stopnji 
čiščenja 32,1 5,9 397 44,6 
Iztok 1,6 0,7 28,7 8,1 
Učinkovitost (%) 95 88 93 82 
4.12 REZULTATI DOKAZOVANJA PRISOTNOSTI PAO V VZORCIH 
ODVZETIH NA MERILNIH MESTIH 1, 4 IN 6 
4.12.1 Izolacija DNK in optimizacija pogojev pomnoževanja s PCR 
 
Prisotnost PAO na posameznih merilnih mestih sistema CČN smo ugotavljali z metodo 
PCR. V prvem koraku smo iz vzorcev biomase izolirali celokupno DNK, izmerili njeno 
koncentracijo v različnih vzorcih in nato ugotavljali njeno čistost preko razmerja 
absorbanc A260/A280. Podatki teh analiz so prikazani v preglednici 16.  
 
Najvišjo koncentracijo DNK nam je uspelo izolirati iz mikrobne biomase na merilnem 
mestu 4 (reaktor SBR), najnižjo iz mikrobne biomase na merilnem mestu 6 (gnilišče) 
(preglednica 16). Razmerje A260/A280 celokupne DNK izolirane iz različnih merilnih 
mest se je gibalo med 1,1 in 1,5.  
 
Preglednica 16: Koncentracije DNK izolirane iz vzorcev biomase, odvzetih na posameznih merilni 
mestih in razmerja absorbanc A260/A280, A260/A230. 
  
Merilno mesto 1 (po 
mehanski stopnji 
čiščenja) 
Merilno mesto 4 (reaktor 
SBR) 
Merilno mesto 6 
(gnilišče) 
Koncentracija 
DNK (ng/μL) 292 291 249 433 407 383 232 205 189 
Razmerje 
A260/A280 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,5 1,1 1,2 1,2 
Razmerje 
A260/A230 1,2 1,3 1,5 1,2 1,2 1,1 1,0 0,9 0,9 
 
Iz vzorcev odvzetih na posameznih merilnih mestih smo DNK izolirali v treh 
ponovitvah.  
 
Pomnožka, katerega velikost bi sovpadala s pričakovano velikostjo (300 bp), nismo 
zaznali pri nobeni od preizkušenih temperatur naleganja začetnih oligonukleotidov 
specifičnih za Tetrasphaera sp. (slika 25). Pri temperaturah naleganja nad 48,3 °C, 
pomnožkov sploh nismo dobili, pri nižjih temperaturah smo dobili veliko nespecifičnih 
pomnožkov. V kontrolni reakcijski mešanici (brez dodane matrične DNK) nismo 
zaznali nobenih pomnožkov. 
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Slika 25: Pomnožki PCR nastali ob pomnoževanju DNK, izolirane iz biomase iz merilnega mesta 4, 
z začetnimi oligonukleotidi specifičnimi za rod Tetrasphaera. V zgornjem delu slike so prikazane 
različne temperature naleganja začetnih oligonukleotidov v °C. bp -bazni pari, NK – negativna 
kontrola.  
Z začetnimi oligonukleotidi specifičnimi za gen ppk1, ki je značilen za vse PAO, smo 
dobili pomnožke pričakovanih dolžin (1100 bp). Z analizo pomnožkov gradientne PCR 
smo ugotovili, da je optimalna temperatura naleganja začetnih oligonukleotidov na 
tarčna zaporedja gena ppk1 v naših vzorcih 64 °C (slika 28). Pri nižjih temperaturah 
naleganja začetnih oligonukleotidov (62 °C, 63° C) smo namreč v vseh vzorcih zaznali 
nespecifične pomnožke. Pri temperaturi naleganja začetnih oligonukleotidov 65 °C 
nismo več dobili pomnožkov (slika 26). Pri analizi vzorcev DNK iz merilnih mest 4 in 6 
smo tudi pri temperaturi 64 °C v naslednjem pomnoževanju še vedno dobili 
nespecifične pomnožke (slika 27). Sklepamo, da so bili nespecifični pomnožki prisotni 
tudi v prvem pomnoževanju, vendar jih na agaroznem gelu nismo opazili (slika 26). 
Tudi pri zvišanju temperature naleganja začetnih oligonukleotidov na 64,5 °C, smo še 
vedno zaznali pomnožke, daljše od predvidenih (slika 27). V kontroli brez dodane 
matrične DNK, nismo zaznali pomnožkov (sliki 26 in 27). 
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Slika 26: Pomnožki PCR nastali ob pomnoževanju DNK, izolirane iz biomase iz merilnega mesta 4, 
z začetnimi oligonukleotidi specifičnimi za gen ppk1 (pričakovana velikost tarčnih pomnožkov je 
okoli 1100 bp). V zgornjem delu slike so prikazane različne temperature naleganja začetnih 
oligonukleotidov v °C. 
 
Slika 27: Pomnožki PCR nastali ob pomnoževanju DNK, izolirane iz biomase iz merilnih mest 1, 4 
in 6, z začetnimi oligonukleotidi specifičnimi za gen ppk1 (pričakovana velikost tarčnih pomnožkov 
je 1100 bp). V zgornjem delu slike so prikazane različne temperature naleganja začetnih 
oligonukleotidov v °C. bp – bazni pari, NK – negativna kontrola, * - vzorec DNK 10 x redčen. 
     64 °C                 64 °C                 64 °C                64,5 °C     NK 
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Da bi se znebili preostalih pomnožkov, ki so bili po velikosti različni od pričakovanih 
(nespecifični pomnožki), smo vzorce DNK v nadaljevanju še 3 x in 10 x redčili in 
izvedli PCR pri temperaturah naleganja 63 °C, 63,5 °C in 64 °C. Po pomnoževanju 
redčenih vzorcev, nespecifičnih pomnožkov nismo več zaznali (slika 28). V kontroli 
brez dodane matrične DNK nismo zaznali nobenih pomnožkov (slika 28). 
 
 
Slika 28: Pomnožki PCR nastali s pomnoževanjem DNK, izolirane iz biomase iz merilnega mesta 4, 
z začetnimi oligonukleotidi specifičnimi za gen ppk1 (pričakovana velikost tarčnih pomnožkov je 
1100 bp). V zgornjem delu slike so prikazane različne temperature naleganja začetnih 
oligonukleotidov v °C. bp – bazni pari, NK – negativna kontrola, ner – neredčen, 3x redčen in 10x 
redčen vzorec DNK. 
Z oligonukleotidi specifičnimi za 16S rDNK CAP, smo zaznali pomnožke pričakovane 
velikosti (350 bp) na vseh treh merilnih mestih (po mehanski stopnji čiščenja, v 
reaktorju SBR in v gnilišču), kar je prikazano na sliki 29. Nespecifičnih pomnožkov (po 
velikosti različnih od pričakovanih) pri temperaturi naleganja 62 °C nismo zaznali v 
nobenem od vzorcev. V kontroli brez dodane matrične DNK nismo zaznali pomnožkov 
(slika 29). 
              Ner       Ner        3x         10x            3x       10x           3x         10x     NK 
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Slika 29: Pomnožki PCR nastali s pomnoževanjem DNK, izolirane iz biomase iz merilnih mest 1, 4 
in 6, z začetnimi oligonukleotidi specifičnimi za 16S rDNK CAP (pričakovana velikost tarčnih 
pomnožkov je okoli 350 bp). V zgornjem delu slike so prikazane različne temperature naleganja 
začetnih oligonukleotidov v °C. bp – bazni pari, NK – negativna kontrola, ner – neredčen, 64x 
redčen vzorec DNK. 
4.13 POSKUS KVANTIFIKACIJE PAO S KVANTITATIVNO VERIŽNO 
REAKCIJO S POLIMERAZO (QPCR) 
 
Z metodo qPCR smo želeli kvantificirati ključne predstavnike polifosfat akumulirajočih 
bakterij (Candidatus Accumulibacter phosphatis in predstavnike iz rodu Tetrasphaera) 
v aktivnem blatu CČNDK. Absolutnega števila ključnih predstavnikov polifosfat 
akumulirajočih bakterij v vzorcih nam zaradi neuspeha pri gojenju čistih kultur, iz 
katerih smo nameravali izolirati DNK za pripravo standardov, ni uspelo določiti. Zato 
smo na koncu le relativno primerjali množine tarčnih predstavnikov PAO med vzorci, 
odvzetimi na različnih merilnih mestih. Slednje je bilo mogoče, ker je bila učinkovitost 
pomnoževanja posameznih tarčnih genov v različnih vzorcih zelo podobna. Ker je 
število tarčnih pomnožkov obratno-sorazmerno z vrednostjo Ct, smo na grafih prikazali 
vrednosti 1/Ct. 
 
Najprej smo iz grafov talilnih krivulj pomnožkov genov ppk1 in 16S rDNK CAP ocenili 
specifičnost naleganja začetnih oligonukleotidov na tarčne gene pri pogojih reakcije 
qPCR oz. število različnih pomnoženih zaporedij. Na grafu, ki prikazuje disociacijsko 
krivuljo pomnožkov gena ppk1, sta bila prisotna dva vrhova pri temperaturah 86 °C in 
90 °C, kar je prikazano v prilogi G. Učinkovitost pomnoževanja je v primeru 




Priloga H prikazuje pomnoževanje gena 16S rDNK CAP. Prva modra krivulja na grafu 
prikazuje neredčen orientacijski standard gena 16S rDNK CAP, vsaka naslednja nato 
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vzorec), najvišja 33 (rumena krivulja - 128x redčen vzorec), kar je prikazano v prilogi 
H.  
Na grafu, ki prikazuje disociacijsko krivuljo gena 16S rDNK CAP, je prisoten en sam 
vrh pri temperaturi 86 °C (priloga J). Učinkovitost pomnoževanja je v primeru 
pomnoževanja gena 16S rDNK CAP v vzorcu iz reaktorja SBR znašala 69 %, vrednost 
faktorja R
2
 0,979. Z reakcijo qPCR smo v vzorcu iz merilnega mesta po mehanski 
stopnji čiščenja pri 5 x redčenem vzorcu DNK dobili nižjo vrednost Ct (Ct =26,9) kot 
pri vzorcu, ki je bil neredčen (Ct = 28,3). Ct vrednost 10 x redčenega vzorca je bila 
29,3, kar je prikazano v prilogi I. Pri pomnoževanju gena ppk1 smo največjo vrednost 
parametra 1/Ct (0,0347) izračunali pri vzorcih, odvzetih na merilnem mestu 4 (kljub 
temu, da so bili še enkrat bolj redčeni kot ostali), najmanjšo (0,0304) pri tistih, odvzeti 
na merilnem mestu 1 (slika 32). Ob predpostavki, da je bila učinkovitost pomnoževanja 
v različnih vzorcih podobna, to pomeni, da smo največje število tarč gena ppk1 zaznali 
v vzorcu iz reaktorja SBR (merilno mesto 4), najnižje število tarč v vzorcu po mehanski 
stopnji čiščenja (merilno mesto 1).   
 
 
Slika 30: Primerjava vrednosti 1/Ct, sorazmernih s številom tarčnih genov ppk1, med vzorci 
odvzetimi na različnih merilnih mestih. Prikazana so povprečja treh meritev in standardne 
deviacije. 
Pri pomnoževanju gena 16S rDNK CAP smo najvišjo vrednost kvocienta 1/Ct (0,0392) 
izračunali pri vzorcih, odvzetih na merilnem mestu 4 (kljub dodatnemu 64x redčenju), 
najnižjo (0,0357) pri tistih na merilnem mestu 1 (slika 31).  
Ob predpostavki, da je bila učinkovitost pomnoževanja v različnih vzorcih podobna to 
pomeni, da smo največje število genov 16S rDNK CAP zaznali v vzorcu iz reaktorja 
SBR (merilno mesto 4), najnižje število tarč v vzorcu po mehanski stopnji čiščenja 
(merilno mesto 1).   
50 x redčen 
vzorec 
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Slika 31: Primerjava vrednosti 1/Ct, sorazmernih s številom tarčnih genov 16S rDNK CAP, med 
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V raziskavi smo ugotavljali ali CČNDK v zagonski fazi obratovanja in nato v podaljšku 
zagonske faze, ko so bili v delovanju vsi štirje reaktorji SBR, zadosti novim, strožjim 
mejnim vrednostim, ki vstopajo v veljavo z novo Uredbo o odvajanju in čiščenju 
komunalne odpadne vode (Uradni list RS, št. 98/15). 
 
Z vzorčenjem odpadne vode na mestih po mehanski stopnji čiščenja, iz dotočne kinete v 
reaktor SBR z blatnenico, iz anaerobnega selektorja, iz reaktorja SBR in odpadne vode 
iz iztoka CČNDK, smo ugotavljali ali se je koncentracija skupnega fosforja v iztoku iz 
CČNDK po nadgradnji zmanjša pod 1 mg/L.  
 
Merilno mesto po mehanski stopnji čiščenja (merilno mesto 1) predstavlja naše prvo 
vzorčno mesto in se nahaja za mehansko stopnjo čistilne naprave, ki že odstrani večje 
delce iz odpadne vode. Povprečna koncentracija skupnega fosforja (tekom 49 dni 
vzorčenja) je bila po mehanski stopnji čiščenja 4,1 ± 1,1 mg/L. Najmanjša vrednost je 
znašala 2,2 mg/L, največja 7,6 mg/L. Razliko med najmanjšo in največjo vrednostjo 
lahko pripišemo vremenskim razmeram. V sušnih obdobjih so namreč odpadne vode 
bolj obremenjene (bolj skoncentrirana onesnažila), kot v deževnih obdobjih. V deževnih 
obdobjih se zaradi povečane količine padavinske vode, odpadna voda razredči (Wilen in 
sod., 2006). Povprečna koncentracija ortofosfata (tekom 49 dni vzorčenja) je bila 
približno polovico manjša od koncentracije skupnega fosforja in je znašala 2,3 ± 0,7 
mg/L. Povprečna koncentracija KPK je v enakem obdobju znašala 305 ± 73 mg/L. 
Povprečne koncentracije nitratnega dušika po mehanski stopnji čiščenja so bile v 
enakem obdobju nizke (0,5 ± 0,1 mg/L). Na merilnem mestu po mehanski stopnji 
čiščenja smo pričakovali nizko koncentracijo nitratnega dušika, saj je to spojina, ki 
nastaja med nitrifikacijo, ki naj še ne bi potekala na merilnem mestu po mehanski 
stopnji čiščenja.  
 
Odpadna voda po mehanski stopnji čiščenja teče proti vtoku v reaktor SBR (merilno 
mesto 2). Na merilno mesto 2 priteče tudi blatnenica, odpadna voda, ki teče v kineto 
pred reaktorjem SBR. Z analizo vzorcev odvzetih na tem merilnem mestu smo 
ugotavljali, koliko blatnenica dodatno obremeni vtok v reaktor SBR (slika 10). Na 
merilnem mestu 2 je zelo pomembno tudi razmerje med količino organske snovi in 
količino skupnega fosforja, KPK/TP, ki predstavlja pomemben parameter za 
ugotavljanje učinkovitosti biološkega odstranjevanja fosforja. Da biološko 
odstranjevanje fosforja poteka učinkovito, naj bi bilo to razmerje med 40 in 100 
(Pečjak, 2011; Yu in sod., 2014; Lu in sod., 2016). Ko razmerje KPK/TP pade pod 40 
oz. se zviša nad 100, je učinkovitost biološkega odstranjevanja fosforja zmanjšana (Yu 
in sod., 2014; Lu in sod., 2016). V povprečju je bilo razmerje KPK/TP v analiziranih 
vzorcih na merilnem mestu 2 71,8, kar sovpada s priporočljivimi vrednostmi za uspešen 
proces biološkega odstranjevanje fosforja. Odpadna voda, ki nastane pri odcejanju in 
zgoščanju sekundarnega blata, se imenuje blatnenica. Ta odpadna voda se vrača na vtok 
reaktorja SBR in ker je močno obremenjena s skupnim fosforjem, še dodatno poveča 
obremenitev na vtoku v reaktor SBR. Ugotovili smo, da doprinos blatnenice ni tako 
zanemarljiv, kot smo sprva domnevali. Povprečna koncentracija skupnega fosforja 
(tekom 42 dni) na vtoku v reaktor SBR z blatnenico znaša 5,3 ± 1,4 mg/L (preglednica 
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9; priloga L). Iz dnevnega pretoka odpadne vode in povprečne dnevne koncentracije 
skupnega fosforja v njej (5,3 mg/L), smo izračunali, da se masa skupnega fosforja na 
vtoku v reaktor SBR zaradi vnosa z blatnenico poveča iz 78,1 kg TP/dan na 103,0 kg 
TP/dan (priloga C). Izračunali smo, da blatnenica v povprečju dnevno doprinese 24,9 kg 
TP/dan. V primerjavi s celotno dnevno obremenitvijo s skupnim fosforjem 78,1 kg 
TP/dan, blatnenica torej predstavlja veliko dodatno obremenitev za reaktor SBR 
(24,1%). Domnevamo, da je vzrok za tako veliko obremenitev blatnenice s skupnim 
fosforjem predolgo odcejanje sekundarnega blata in posledično nastanek anaerobnih 
razmer v zgoščevalcih in zalogovnikih sekundarnega blata (Henze in sod., 2008), ki 
vodijo v sekundarno sproščanje ortofosfata iz celic PAO v blatnenico. Sekundarno 
blato, ki se odvaja iz reaktorja SBR, nadaljuje pot na strojno zgoščanje in odcejanje. 
Zaradi neučinkovitega odcejanja se na vtok v reaktor SBR ne vrača le ortofosfat, temveč 
tudi manjši del sekundarnega blata. Da bi preprečili tako veliko obremenitev blatnenice 
s fosforjem, bi bilo potrebno hitreje odcediti in zgostiti sekundarno blato. Čas obdelave 
sekundarnega blata, naj ne bi bil daljši od ene ure (Tracy in sod., 1985). Druga možna 
rešitev bi bila, da bi neposredno v blatnenico dodajali FeCl3 in na ta način omogočili 
takojšnje obarjanje ortofosfata in preprečili nadaljnjo pot na vtok v reaktor SBR. V tem 
primeru bi bil potreben še usedalnik, kjer bi se oborjeni delci lahko posedli.  
 
Odpadna voda iz vtočne kinete pred reaktorjem SBR priteče v anaerobni selektor, ki je 
pomemben prvi del reaktorja SBR (merilno mesto 3). Zagotavljal naj bi anaerobne 
razmere, sproščanje ortofosfata ter zaradi anaerobnih razmer preprečil rast nitastih 
bakterij kot je Microthrix parvicella (Madoni in Davoli, 1993). Najpomembnejše 
parametre za uspešno biološko odstranjevanje fosforja v anaerobnem selektorju 
predstavljajo koncentracija kisika, nitratnega dušika in ortofosfata (Henze in sod., 
2008). Povprečna koncentracija KPK v vzorcih anaerobnega selektorja je bila tekom 
naših meritev na začetku cikla večja kot na koncu. To je pričakovano, saj poteka v 
selektorjih na začetku cikla zračenje, ki omogoči dvig biomase, ki se nato med ciklom 
posede. Posedanje mikrobne biomase v selektorju smo dokazali tudi z meritvijo sušine, 
ki se je v času cikla v povprečju zmanjšala iz 1,5 mg/L na 1,0 mg/L. V anaerobnem 
selektorju, naj bi potekal tudi prvi del metabolizma fosforja PAO, med katerim se 
ortofosfat sprošča iz celic PAO (Henze in sod., 2008).  
 
Odpadna voda nadaljuje pot iz anaerobnega selektorja v del reaktorja SBR, kjer poteka 
zračenje. V tem delu reaktorja SBR potekajo številni mikrobni procesi, ki omogočajo 
čiščenje odpadne vode (nitrifikacija, denitrifikacija, oksidacija organskih snovi, 
privzemanje ortofosfata) (Henze in sod., 2008). Prisotnost velike količine mikrobne 
biomase v tem delu reaktorja SBR smo dokazali z meritvami koncentracije sušine, ki je 
v povprečju (30 dni vzorčenja) znašala 4,4 ± 0,7 g/L (priloga H). V tem delu reaktorja 
poteka tudi drugi del metabolizma polifosfat akumulirajočih bakterij (Henze in sod., 
2008). Aerobne razmere omogočajo privzemanje ortofosfata iz odpadne vode in 
znotrajcelično skladiščenje v obliki polifosfata (Carucci in sod., 1999; Henze in sod., 
2008; Tarayre in sod., 2016). Povprečna koncentracija ortofosfata (30 dni vzorčenja) se 
je v naših vzorcih znižala iz 3,9 ± 1,5 mg/L v prvem delu reaktorja SBR (v anaerobnem 
selektorju) na 2 ± 0,8 mg/L v delu reaktorja SBR, kjer poteka zračenje (priloga K in L). 
Slednje potrjuje domnevo o prisotnosti in metabolni aktivnosti polifosfat akumulirajočih 
bakterij. Povprečna koncentracija nitratnega dušika na iztoku iz CČNDK tekom meritev 
(29 dni vzorčenja) je znašala 6,4 ± 2,1 mg/L, kar nakazuje na preveliko koncentracijo 
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kisika v reaktorju SBR. Nitrifikacija v tem primeru poteka dobro, denitrifikacija slabše, 
saj v iztoku še vedno zaznamo nitrat. Denitrifikacijske bakterije so večinoma 
fakultativni anaerobi. To pomeni, da v prisotnosti kisika uporabljajo kisik kot končni 
prejemnik elektronov v dihalni verigi, saj na ta način pridobijo več energije, kot če bi 
kot končni prejemnik elektronov uporabljale nitrat (Oh in Silvestein, 1999). Če je 
koncentracija kisika zelo nizka (oz. ta ni prisoten), kot končni prejemnik elektronov 
uporabijo nitrat, ki ga reducirajo v elementarni dušik. Ob tem zmanjšajo koncentracijo 
nitratnega dušika v odpadni vodi. Ker smo v našem primeru v reaktorju SBR v 
povprečju izmerili 6,4 ± 2,1 mg/L nitratnega dušika (priloga K), sklepamo, da je bila 
koncentracija kisika tolikšna, da so denitrifikatorji kot končni prejemnik elektronov raje 
uporabili kisik in ne nitrat, ki je zato ostal v odpadni vodi (Oh in Silverstein, 1999; 
Gomez in sod., 2002). 
 
Iz reaktorja SBR odpadna voda nadaljuje pot v iztok CČNDK. Iz izmerjenih 
koncentracij skupnega fosforja v vzorcih iztoka lahko ugotovimo, da biološko 
odstranjevanje fosforja na CČNDK ni dovolj učinkovito, da bi zadostilo vrednosti, ki je 
dopustna za izpust v odvodnik Kamniško Bistrico (1 mg/L; Uredba o odvajanju…, 
2015) in da je pred izpustom potrebna precipitacija viška fosforja s FeCl3. Povprečna 
koncentracija skupnega fosforja je v iztoku CČNDK v obdobju izvajanja meritev (40 
dni) znašala 2,7 ± 0,6 mg/L, to je v povprečju 1,7 mg/L več kot je zakonsko dovoljeno 
(prilogi K in L). Z biološkim odstranjevanjem fosforja zakonsko predpisana meja 1 
mg/L TP v iztoku CČNDK ni bila dosežena. Zato je bilo potrebno v reaktor SBR v 
podaljšani zagonski fazi dodajati tudi FeCl3, da bi s tem omogočili kemično obarjanje 
fosforja in dosegli zakonsko predpisano koncentracijo pod 1 mg/L TP za izpust v 
odvodnik (slika 21). Med raziskavo smo ugotovili, da se biološko odstrani 35 % 
skupnega fosforja. Tudi druge čistilne naprave običajno odstranijo 30 – 40 % skupnega 
fosforja na račun rasti celic in vgrajevanja ortofosfata v celično biomaso v obliki 
polifosfata. Po dodajanju FeCl3 v reaktorje SBR smo vsakodnevno izvajali analize 
odpadne vode v iztoku iz CČNDK. Analizirali smo KPK, TP in amonijev dušik. 
Ugotovili smo, da se koncentracije skupnega fosforja ob dodajanju FeCl3 znižajo do 
zakonsko določene meje in celo nižje (priloga E). Najnižja izmerjena koncentracija 
skupnega fosforja na iztoku CČNDK po dodatku FeCl3, je v času meritev znašala manj 
kot 0,5 mg/L. Povprečne koncentracije KPK (30,5 mg/L) in amonijevega dušika (1,7 
mg/L) v iztoku CČNDK so bile pod dovoljenimi mejnimi vrednostmi (mejna vrednost 
za KPK je 100 mg/L, mejna vrednost za amonijev dušik je 10 mg/L; Uredba o 
odvajanju…, 2015) in dokazujejo uspešno biološko čiščenje ogljika in dušika (priloga L 
in K) na CČNDK. Na učinkovitost biološkega odstranjevanja fosforja vplivajo tudi 
dnevna nihanja omenjenih parametrov, ki so precej odvisna tudi od vremenskih razmer. 
Deževno obdobje povzroči razredčenje odpadne vode in večji dnevni pretok. Sušna 
obdobja se odražajo v manjšem pretoku bolj obremenjene odpadne vode. Vhodni 
parametri odpadne vode nihajo tudi znotraj 24-urnega cikla. Končni učinek čiščenja 
odpadne vode na CČNDK je vsota biološkega in kemičnega čiščenja (z dodatkom FeCl3 
za precipitacijo fosforja) odpadne vode (preglednici 14 in 15). V prvem delu (zagonska 
faza) izvajanja te magistrske naloge (8.5.2016 – 27.6.2016 ) na CČNDK še niso dodajali 
FeCl3 v odpadno vodo, zato je bilo zmanjšanje koncentracije skupnega fosforja za 35 % 
izključno rezultat biološkega odstranjevanja fosforja. V razpisni dokumentaciji za 
nadgradnjo CČNDK je bilo zahtevano, da mora biti delež biološko odstranjenega 
fosforja 45%. V času raziskave je bil torej delež biološko odstranjenega fosforja za 10 
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% manj kot je bilo načrtovano. V znanstveni literaturi navajajo, da je v laboratorijskih 
šaržnih testih s sintetično pripravljeno odpadno vodo, učinkovitost biološkega 
odstranjevanja fosforja lahko celo višja od 90 % (Rashed in sod., 2014; Zhao in sod., 
2014; Yang in sod., 2017). Domnevamo, da je manjša ugotovljena učinkovitost 
biološkega odstranjevanja fosforja na CČNDK posledica kompeticije med PAO in 
denitrifikatorji, ki tekmujejo za omejene vire ogljika (Zhao in sod. 2014). Zhao in 
sodelavci (2014) navajajo, da na zmanjšanje biološke učikovitosti odstranjevanja 
fosforja vplivajo tudi intermediati, ki nastajajo med nitrifikacijo in denitrifikacijo. 
Inhibitorno na metabolizem PAO deluje predvsem nitrit (Zhao in sod., 2014). V 
odpadni vodi torej ostane še 65 % skupnega fosforja, če vode ne obdelamo z dodatkom 
FeCl3 in s tem zagotovimo obarjanja fosforja. V drugem delu kemijskih analiz v 
podaljšani zagonski fazi od 7.9.2016 do 19.12.2016 so bili v delovanju vsi štirje 
reaktorji SBR. V reaktorje se je z avtomatskimi črpalkami dodajal tudi FeCl3, ki je 
omogočil obarjanje fosforja (ortofosfat predstavlja 95 % fosforja v iztočni vodi). Po 
dodatku FeCl3 je povprečna koncentracija fosforja v iztočni vodi znašala 0,70 ± 0,2 
mg/L (slika 21 in priloga E), kar je v skladu z zakonsko določeno koncentracijo (pod 1 
mg/L, preglednica 14). Tudi povprečne koncentracije ostalih parametrov prečiščene 
odpadne vode - KPK, amonijev dušik in skupni dušik (preglednica 14) so bile v tem 
času nižje od zakonsko predpisanih vrednosti. Z biološkim in kemičnim 
odstranjevanjem fosforja dosežemo več kot 88 % učinkovitost odstranjevanja skupnega 
fosforja iz odpadne vode, kar je celo več kot je bila projektirana mejna vrednost 
(preglednica 15). Tudi učinkovitost odstranjevanja ostalih parametrov je presegala 80 
%, kar pomeni, da je CČNDK dosegala vse predpisane parametre za izpust odpadne 
vode v iztok. 
 
Da bi ugotovili kakšna je učinkovitost čiščenja na CČNDK v letu 2017 v primerjavi z 
letom 2016 (pred nadgradnjo) smo izračunali masno bilanco fosforja v liniji odpadne 
vode. Masna bilanca fosforja v liniji odpadne vode za leti 2016 in 2017, ki smo jo 
izračunali iz skupne mesečne količine odpadne vode (m
3
) in povprečne mesečne 
koncentracije skupnega fosforja na posameznem merilnem mestu, je prikazana na sliki 
24 in v preglednici 12. V začetku leta 2016 je bilo 33 % skupnega fosforja, ki ga je 
sprejela CČNDK, prisotnega v primarnem blatu (blato, ki nastane v primarnem 
usedalniku s posedanjem delcev večjih od 3 mm), le 17 % odstotkov v sekundarnem 
blatu (odvečna mikrobna biomasa iz reaktorja SBR), zato sklepamo, da biološko 
odstranjevanje fosforja takrat še ni potekalo. Tako je v začetku leta 2016 kar 50 % 
skupnega fosforja, ki ga je prejela CČNDK končalo v iztoku. Z nadgradnjo se je 
odstotek skupnega fosforja v sekundarnem blatu v povprečju za leto 2017 povečal na 62 
% (preglednica 12, slika 24). V primarnem blatu je bilo v letu 2017 mesečno v 
povprečju 27 % skupnega fosforja, ki ga je sprejela CČNDK. Sklepamo, da večji 
odstotek skupnega fosforja v sekundarnem blatu lahko pripišemo prevzemu v celice 
PAO. K večjemu odstotku skupnega fosforja v sekundarnem blatu prispeva tudi 
kemično obarjanje fosforja z FeCl3. Ortofosfat se je oboril z FeCl3 in se v fazi posedanja 
v reaktorju SBR posedel ter se odstranil skupaj s sekundarnim blatom. Po nadgradnji v 
iztoku konča le 6,4 % skupnega fosforja, ki ga sprejme CČNDK. 
 
Da bi dodatno spoznali delovanje reaktorjev SBR, smo izvedli še laboratorijske šaržne 
teste (sliki 22, 23; prilogi A in B), v katerih smo simulirali dinamiko sproščanja 
ortofosfata v anaerobnih selektorjih (prilogi K in L). Kemijske analize koncentracij 
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ortofosfata smo izvedli na začetku in koncu cikla v anaerobnem selektorju. Za 
razumevanje delovanja mikrobne združbe v selektorju je bilo potrebno slediti 
naslednjim parametrom: koncentracija kisika, koncentracija ortofosfata, koncentracija 
skupnega fosforja, sušina in koncentracija nitrata (Henze in sod., 2008). Predpostavljali 
smo, da so v anaerobnem selektorju anaerobne razmere in da bo koncentracija 
ortofosfata proti koncu cikla v vzorcih vode odvzete iz anaerobnega selektorja višja, kot 
na začetku cikla. 
 
Laboratorijske šaržne teste smo izvajali z namenom posnemanja delovanja anaerobnih 
selektorjev. V obeh šaržnih poskusih, kjer smo sledili dinamiki sproščanja in 
privzemanja ortofosfata, je bila osnovna predpostavka, da se bo koncentracija 
ortofosfata v anaerobni fazi testa zviševala, v aerobni fazi (začetek zračenja) pa 
zniževala. To smo predpostavljali na podlagi informacij o metabolizmu, ki je značilen 
za polifosfat akumulirajoče bakterije (Henze in sod., 2008). V prvem poskusu smo 
dokazali, da se ortofosfat sprošča iz celic mikrobne biomase v anaerobnih razmerah, 
zato sklepamo, da gre za delovanje PAO (slika 24). Prvih 120 min poskusa namreč 
poskusne mešanice nismo prezračevali, zato domnevamo, da se je koncentracija kisika 
zaradi mikrobnega metabolizma znižala, kar smo potrdili tudi z meritvami. 
Koncentracija ortofosfata se je v testni mešanici v tem času v povprečju dveh ponovitev 
zvišala iz 2,89 mg/L na 10,05 mg/L, kar je v skladu z našo predpostavko. Z zračenjem 
testne mešanice smo pričeli v 120. min in na ta način omogočili vstop kisika do celic 
(aerobne razmere). Ugotovili smo, da se je koncentracija ortofosfata v času 
prezračevanja znižala iz 10,05 mg/L na 2,84 mg/L. Da zvišanje koncentracije 
ortofosfata med anaerobno fazo ni posledica lize celic oz. da gre za posledico celičnega 
metabolizma smo dokazali s ponovnim zračenjem, ob katerem se je koncentracija 
ortofosfata ponovno znižala. Iz tega lahko sklepamo, da so bile polifosfat akumulirajoče 
bakterije še aktivne. Sklepamo torej, da je znižanje koncentracije ortofosfata posledica 
privzemanja ortofosfata s strani polifosfat akumulirajočih bakterij, ki so ga v celicah 
uskladiščile v obliki polifosfata (Carucci in sod., 1999; Henze in sod., 2008; Tarayre in 
sod., 2016;).  
 
Pri drugem poskusu smo mikrobno biomaso 1,9 x bolj zgostili in izmerili sušino 9,5 
mg/L. V 180. min smo pričeli z zračenjem poskusne mešanice (slika 23). 
Predpostavljali smo, da se bo koncentracija ortofosfata v anaerobnih pogojih zvišala v 
večji meri kot pri predhodnem poskusu zaradi večje količine mikrobne biomase (v 
prejšnjem poskusu je bila koncentracija sušine 5 mg/L). V drugem poskusu se je 
koncentracija ortofosfata v anaerobnih pogojih zvišala iz 2,3 mg/L na 22,0 mg/L. 
Sklepamo, da je tako veliko povečanje koncentracije ortofosfata posledica večje 
količine mikrobne biomase (ki je imela v celicah shranjeno veliko ortofosfata v obliki 
polifosfata) kot v prvem poskusu. Sklepamo, da je k obsežnejšemu izločanju ortofosfata 
iz celic pripomogla tudi topna organska snov, ki se je v procesu fermentacije presnovila 
do kratkoverižnih maščobnih kislin. Kratkoverižne maščobne kisline so polifosfat 
akumulirajoče bakterije porabile za tvorbo PHA. Shranjene kratkoverižne maščobne 
kisline (v obliki PHA) so nato polifosfat akumulirajoče bakterije porabile v aerobnem 
delu poskusa. V aerobnem delu so tako PAO lahko tudi privzele ortofosfat in ga 
uskladiščile v obliki polifosfata, zato se koncentracije ortofosfata z začetkom zračenja 
znižajo (Carucci in sod., 1999; Henze in sod., 2008; Tarayre in sod. 2016). Ker smo 
laboratorijske šaržne teste izvajali z namenom posnemanja delovanja anaerobnih 
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selektorjev, smo koncentracije kisika merili tudi v anaerobnih selektorjih (prilogi A, B 
in preglednica 11). Pričakovali smo, da bodo v anaerobnem selektorju razmere ves čas 
anaerobne, vendar tega nismo potrdili z meritvami koncentracij kisika in nitratnega 
dušika. Povprečna koncentracija kisika na začetku cikla v anaerobnem selektorju je bila 
1,46 mg/L, na koncu cikla 0,10 mg/L (preglednica 11). Povprečna koncentracija (29 dni 
vzorčenja) nitratnega dušika v anaerobnem selektorju je bila na začetku cikla delovanja 
0,7 ± 0,4 mg/L, na koncu cikla delovanja 1,2 ± 0,7 mg/L (preglednica 9). Sklepamo, da 
je povečanje koncentracije nitratnega dušika v anaerobnem selektorju tekom cikla 
posledica nitrifikacije. To pomeni, da je bilo v anaerobnem selektorju dovolj kisika, da 
je nitrifikacija potekala. Vir nitrata je lahko povratek mikrobne biomase, ki se vrača iz 
reaktorja SBR (aeracija), kjer nitrifikacija zelo dobro poteka. Nitrat v anoksičnih 
razmerah porabljajo denitrifikatorji, ki s PAO tekmujejo za vir ogljika (Zhao in sod., 
2014). Povprečna koncentracija ortofosfata v vodi (29 dni vzorčenja) je bila v vzorcih 
odvzetih na koncu cikla celo manjša (2,5 ± 0,9 mg/L) kot na začetku cikla (3,9 ± 1,6 
mg/L), kar ni v skladu z našimi predpostavkami (preglednica 9, prilogi K in L). Z 
merjenjem koncentracij kisika in dušika smo ugotovili, da pogoji v anaerobnem 
selektorju niso anaerobni, temveč anoksični. Tako lahko pojasnimo, zakaj koncentracija 
ortofosfata na koncu cikla v anaerobnem selektorju ni večja kot na začetku, kot smo 
sicer pričakovali. V anoksičnih razmerah namreč polifosfat akumulirajoče bakterije 
privzemajo fosfat iz okolice in zato sklepamo, da je to glavni razlog za znižanje 
koncentracije ortofosfata v anaerobnem selektorju tekom cikla (Gomez in sod., 2002; 
Seviour in sod., 2003; Al-Rekabi in sod., 2007; Henze in sod., 2008.). Ortofosfat lahko 
akumulirajo tudi nekateri denitrifikatorji (Henze in sod., 2008), zato je mogoče, da so 
tudi te bakterije pripomogle k znižanju koncentracije ortofosfata v anaerobnem 
selektorju tekom cikla. Laboratorijski šaržni testi in spremljanje dinamike ortofosfata v 
anaerobnem selektorju nam torej niso dali primerljivih rezultatov. Med laboratorijskimi 
šaržnimi testi se je koncentracija ortofosfata v vzorcih zvišala med inkubacijo v 
anaerobnih pogojih, medtem ko se je v anaerobnih selektorjih koncentracija ortofosfata 
znižala. Domnevamo, da je slednje posledica prisotnosti kisika (več od 1 mg/L na 
začetku cikla) in nitratnega dušika v anaerobnem selektorju, posledica česar je 
zmanjšana učinkovitost biološkega odstranjevanja fosforja. 
 
V drugem delu raziskave smo ugotavljali prisotnost PAO tudi z molekularnimi 
metodami. V aktivnem blatu iz CČNDK smo prisotnost PAO dokazovali s sledenjem 
nukleotidnega zaporedja gena ppk1, ki kodira encim polifosfat kinazo 1, ključno za 
sintezo polifosfata iz ATP, na merilnem mestu po mehanski stopnji čiščenja, v reaktorju 
SBR in v gnilišču. Poleg tega smo z oligonukleotidnimi začetniki, ki nalegajo na odsek 
gena za 16S rDNK posebej sledili tudi domnevno ključnega predstavnika PAO - še 
neizolirano bakterijsko vrsto Candidatus Accumulibacter phosphatis (CAP) iz debla 
betaproteobakterij. Na merilnih mestih 1, 4 in 6 smo odvzeli vzorce ter iz njih izolirali 
celokupno DNK. Koncentracije izolirane DNK iz vzorcev odvzetih na merilnih mestih 
1, 4 in 6 so bile visoke. Povprečna koncentracija treh ponovitev izolacije DNK iz 40 ml 
vzorcev odvzetih na merilnem mestu 1 je znašala 277 ng/μL, na merilnem mestu 4 407 
ng/μL in na merilnem mestu 6 208 ng/μL (preglednica 16). V reaktorju SBR (merilno 
mesto 4) in v gnilišču (merilno mesto 6) je mikrobna biomasa prisotna v velikih 
količinah (MLSS = 4,4 g/L), zato smo predvidevali, da bodo koncentracije izolirane 
DNK iz vzorcev odvzetih na teh dveh mestih najviše. Izkazalo se je, da smo največ 
DNK izolirali iz vzorcev odvzetih na merilnem mestu 4, najmanj iz vzorcev odvzetih na 
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merilnem mestu 6, kar ni v skladu s pričakovanji. Pričakovali smo namreč, da bomo 
največ DNK izolirali iz vzorcev odvzetih na merilnem mestu 6, saj se tja iz reaktorja 
SBR odvaja vsa odvečna mikrobna biomasa in se tam zgosti. Najnižjo koncentracijo 
izolirane DNK smo pričakovali na merilnem mestu 1, saj je tam prisotne manj mikrobne 
biomase, kot na merilnih mestih 4 in 6. Z merjenjem razmerja absorbanc izolirane DNK 
pri valovnih dolžinah 260, 280 in 230 nm smo ugotavljali tudi čistost izolirane DNK. 
Izolirana DNK je čista, če je vrednost razmerja A260/A280 med 1,8 in 2,0 (Glasel, 
1995; Porterfield in sod., 2010; Olson in Morrow, 2012). Razmerje A260/A280 je bilo v 
vseh vzorcih izolirane DNK (preglednica 16) nižje od optimalnega, kar bi lahko bila 
posledica prisotnosti RNK, huminskih kislin, proteinov, soli, etanola in polisaharidov, 
ki se niso v zadostni meri odstranili med izolacijo DNK (Olson in Morrow, 2012). 
Kljub ponovni izolaciji DNK, je razmerje A260/A280 ostalo nižje od optimalnega.  
 
Pred poskusom kvantifikacije tarčnih genov, smo z gradientno metodo PCR določili 
optimalne temperature naleganja začetnih oligonukleotidov (temperaturo, pri kateri so 
bili po ločevanju na agaroznem gelu prisotni samo pomnožki, katerih velikost je bila 
skladna s teoretično predvideno). Z metodo PCR smo s specifičnimi oligonukleotidi na 
podlagi velikosti tarčnega gena dokazali prisotnost funkcionalnega genskega markerja 
ppk1 (1123 bp – slika 27) in prisotnost genov, ki kodirajo 16S rDNK CAP (350 bp – 
slika 29) na vseh treh merilnih mestih. Ugotovili smo, da se oligonukleotidi, ki naj bi 
bili specifični za pomnoževanje odseka gena 16S rDNK T. australiensis (Okunuki in 
sod., 2007), pri nobenem od testiranih pogojev niso specifično vezali le na tarčno 
zaporedje (slika 25). Kljub pomnoževanju pri različnih temperaturah naleganja začetnih 
oligonukleotidov (46,2 °C – 50 °C), smo na agaroznem gelu namreč vedno zaznali 
nespecifične pomnožke. Okunuki in sodelavci (2007) so kot optimalno temperaturo 
naleganja navedli 60°C, vendar pri tej temperaturi nismo dobili pomnožkov.  
 
Z začetnimi oligonukleotidi ACCppk1 254F in ACCppk1 1376R smo pomnoževali 
nukleotidno zaporedje gena ppk1, ki kodira encim polifosfat kinazo 1, ključno za 
metabolizem PAO (Mao in sod., 2015; Yanping in sod., 2015). Z gradientno metodo 
PCR smo najprej določili optimalno temperaturo naleganja začetnih oligonukleotidov, 
saj pri pogojih, navedenih v literaturi nismo dobili nobenih pomnožkov. Ugotovili smo, 
da je optimalna temperatura naleganja začetnih oligonukleotidov na tarčni gen v naših 
vzorcih 64 °C (slika 26). Kljub določitvi optimalne temperature naleganja, so bili v 
nekaterih vzorcih še vedno prisotni nespecifični pomnožki (sliki 27 in 28), zato smo 
vzorce DNK dodatno redčili (3x in 10x redčitve) (slika 28). Večine nespecifičnih 
pomnožkov po 3 x oz. 10 x redčenju nismo več zaznali (slika 28). Na podlagi velikosti 
pomnožkov, ločenih z agarozno gelsko elektroforezo, smo potrdili prisotnost 
funkcionalnega genskega markerja ppk1 v vzorcih odvzetih na vseh treh merilnih 
mestih. Za 100 % potrditev prisotnosti funkcionalnega genskega markerja, bi bilo 
potrebno pomnožke, ki smo jih pomnoževali s parom začetnih oligonukleotidov 
ACCppk1 254F in ACCppk1 1376R, še sekvencirati. Slednje bi lahko bilo težavno, ker 
gre za funkcionalni genski marker, ki je manj ohranjen kot filogenetski markerji, zato je 
v vzorcih mikrobnih združb pričakovati večjo variabilnost pomnoženih zaporedij.  
 
Začetni oligonukleotidi PAO 518f in PAO 846r so specifični za 16S rDNK CAP (He in 
sod., 2007). Tudi z uporabo teh oligonukleotidov smo na podlagi po velikosti ustreznih 
pomnožkov potrdili prisotnost genov, ki kodirajo 16S rDNK CAP na vseh treh merilnih 
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mestih (slika 29). Za 100 % potrditev prisotnosti genov, ki kodirajo 16S rDNK CAP, bi 
bilo potrebno pomnožke PCR še sekvencirati. Reakcije PCR in analize na agaroznem 
gelu v vzorcih v katere nismo dodali matrične DNK (negativne kontrole) so v vseh 
primerih potrdile, da reagenti niso bili kontaminirani. Na merilnem mestu 1 nismo 
pričakovali, da bomo dokazali prisotnost 16S rDNK CAP in genskega markerja ppk1, 
saj se pred tem merilnim mestom odstranijo delci večji od 1 μm in naj na tej stopnji 
čiščenja še ne bi bilo prisotnega biološkega čiščenja kot v reaktorju SBR. Domnevamo, 
da je prisotnost genov 16S rDNK CAP in ppk1 na merilnem mestu 1 posledica vračanja 
odpadne vode s povratnim tokom iz gnilišč in reaktorjev SBR. Sklepamo, da se s 
povratnim tokom vrača tudi zadostna količina mikroorganizmov oziroma njihovih 
genov (ki lahko ostanejo tudi po razpadu celic) na merilno mesto 1, da smo jih lahko 
zaznali z metodo PCR. V reaktorju SBR (merilno mesto 4) in v gnilišču (merilno mesto 
6) smo dokazali prisotnost genov 16S rDNK CAP in ppk1. V reaktorju SBR namreč 
poteka biološko odstranjevanje fosforja (Henze in sod., 2008), zato smo prisotnost 
genov 16S rDNK CAP in ppk1 tam tudi pričakovali. Posledično smo pričakovali, da 
bomo prisotnost genov 16S rDNK CAP in ppk1 zaznali tudi v gnilišču, saj se odvečna 
posedena mikrobna biomasa iz reaktorja odvaja v gnilišče. Mao in sodelavci (2015) so 
na 18-ih čistilnih napravah, ki imajo sistem biološkega čiščenja fosforja, uspeli zaznati 
in kvantificirati nukleotidno zaporedje gena ppk1 v vseh vzorcih z metodo qPCR. 
Nukleotidno zaporedje gena ppk1 so z metodo qPCR zaznali in kvantificirali tudi na 
čistilni napravi v Kaliforniji (McMahon in sod., 2007). 
 
Z metodo qPCR smo želeli kvantificirati tarčne gene 16S rDNK CAP in ppk1, vendar so 
rezultati pokazali, da je bila v vseh vzorcih prisotna inhibicija pomnoževanja, saj je bila 
vrednost Ct pri neredčenih vzorcih DNK višja, kot pri petkrat in desetkrat redčenih 
vzorcih DNK (priloga J). Inhibicijo reakcije qPCR bi lahko preprečili z višjimi 
redčitvami vzorcev DNK (Levesque-Sergerie in sod., 2007), vendar v našem primeru 
nadaljnje redčenje ni prišlo v poštev zaradi nizkih koncentracij tarč v vzorcih (priloga 
H). Z višjimi redčitvami se zmanjša tudi občutljivost metode qPCR (Schrader in sod., 
2012). Vpliv inhibitorjev na pomnoževanje bi lahko zmanjšali s predhodno obdelavo 
vzorca, optimizacijo metode ekstrakcije DNK ali z izbiro bolj robustne DNK 
polimeraze (Al-Soud in Radstrom, 2001). Huminskih kislin, ki so pogosto prisotne v 
odmrli biomasi, tleh in vodi, bi se lahko znebili s flokulanti (polivalentni kationi), 
dializo in ultrafiltracijo (Tsai in Olson, 1992). Razgradnjo domnevno velike količine 
inhibitornih proteinov v naših vzorcih, bi lahko omogočili z dodatkom proteinaze K 
(Al-Soud in Radstrom, 2001). Z metodo qPCR nam ni uspelo kvantificirati izbranih 
tarčnih genov 16S rDNK CAP in funkcionalnega genskega markerja ppk1. Kljub 
poskusom, nam čistih kultur R. tenuis in T. australiensis, iz katerih bi lahko pripravili 
standardne redčitve DNK za umeritvene krivulje za ustrezno absolutno kvantifikacijo 
genov 16S rDNK CAP ali ppk1, ni uspelo gojiti. Kot orientacijski standard za relativno 
primerjavo števila tarčnih genov med posameznimi vzorčnimi mesti smo tako uporabili 
kar redčitve očiščenih pomnožkov iz reakcij PCR za gena ppk1 in 16S rDNK CAP. Na 
ta način smo z metodo qPCR lahko le relativno primerjali množino tarčnih genov med 
posameznimi vzorčnimi mesti. Za uspešno kvantifikacijo tarčnih genov je ključna tudi 
specifičnost začetnih oligonukleotidov. Homogenost zaporedij v vzorcih se po koncu 
reakcije qPCR običajno preverja z analizo talilnih krivulj. Z analizo talilnih krivulj 
nastalih s pomnoževanjem tarčnih genov ppk1 (priloga G), smo zaznali dva vrhova pri 
temperaturah 86 °C in 90 °C, kar pomeni, da se je barvilo SYBR GREEN vezalo v dva 
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pomnožka, ki sta imela različni temperaturi taljenja, kar kaže na prisotnost različnih 
zaporedij (Valasek in Repa, 2005). Slednje bi lahko kazalo na prisotnost (najmanj) dveh 
filogenetsko različnih skupin PAO, katerih geni ppk1 so v delih naleganja začetnih 
oligonukleotidov dovolj podobni, da se sočasno pomnožujejo, medtem ko se v 
notranjem delu pomnoževana zaporedja razlikujejo. Analiza talilnih krivulj, ki so 
nastale pri pomnoževanju tarčnih genov 16S rDNK CAP, je po drugi strani pokazala 
samo en vrh (priloga J) pri temperaturi 86 °C, zato sklepamo da so bili začetni 
oligonukleotidi specifični le za gen 16S rDNK CAP in niso nastajali tudi nespecifični 
pomnožki (kar smo pokazali tudi s klasično metodo PCR). Pri okoljskih vzorcih lahko 
štejemo kvantifikacijo z reakcijo qPCR za zanesljivo, ko je vrednost R
2 
umeritvene 
krivulje nad 0,95 in naklon krivulje med -3,0 in -3,9, kar ustreza učinkovitosti 
pomnoževanja med 80 % in 115 %. (Zhang in Fang, 2006; Callbeck in sod., 2013; 
Pabinger in sod., 2014). Z analizo naklona standardnih krivulj, ki smo jih dobili s 
pomnoževanjem genov ppk1 in 16S rDNK CAP, smo ugotavljali učinkovitost 
pomnoževanja tarčnih genov. Naklon standardne krivulje pri pomnoževanju gena ppk1 
je bil -4,18, pri pomnoževanju gena 16S rDNK CAP -4,39. Oba naklona standardnih 
krivulj sta nižja od -3,9, kar kaže na nizko učinkovitost pomnoževanja tarčnih genov. Iz 
naklona standardnih krivulj smo izračunali učinkovitost pomnoževanja za gen ppk1, ki 
je znašala 73 %, medtem ko je za gen 16S rDNK CAP znašala 69 %. Obe vrednosti 
nakazujeta na neučinkovito pomnoževanje tarčnih genov, saj ne ustrezata merilom 





standardne krivulje, ki smo jo dobili s pomnoževanjem gena ppk1, znaša 
0,997, korelacijski koeficient standardne krivulje, ki smo jo dobili s pomnoževanjem 
orientacijskega standarda 16S rDNK CAP 0,979, kar kaže na ustrezno (natančno) 
odpipetirane standarde (homogen vzorec). Sklepamo, da je nizka učinkovitost reakcije 
qPCR posledica prisotnosti inhibitorjev v vzorcu izolirane DNK. Če bi želeli tarčna 
zaporedja v vzorcih kvantificirati, bi morali torej predhodno optimizirati izolacijo DNK 
v vzorcih, preizkusiti še druge (robustnejše) polimeraze ali celo druge oligonukleotidne 
začetnike (Schrader in sod., 2012). V reakcijskih mešanicah, v katere nismo dodali 
matrične DNK (negativne kontrole), nismo zaznali pomnoževanja, kar kaže na to, da 
reagenti niso bili kontaminirani. 
 
Ker nismo imeli na voljo ustreznih standardov za absolutno kvanitifikacijo, se 
učinkovitost pomnoževanja posameznega tarčnega gena med različnimi vzorci ni 
bistveno razlikovala, zato smo slednje na koncu med seboj primerjali le glede na 
vrednosti Ct. Predpostavljali smo torej, da je vrednost Ct obratno sorazmerna s številom 
tarč v vzorcu. S primerjavo vrednosti 1/Ct med posameznimi vzorčnimi mesti, smo 
ugotovili, da je največje število tarč genov ppk1 in 16S rDNK CAP v reaktorju SBR 
(merilno mesto 4) (sliki 30 in 31). V gnilišču (merilno mesto 6), smo pričakovali višje 
število tarčnih genov, kot na merilnem mestu 4, saj se v gnilišče odvaja vsa posedena 
odvečna mikrobna biomasa iz reaktorja SBR in se tam zgosti. Domnevamo, da je 
manjše število tarč na merilnem mestu 6 v primerjavi z merilnim mestom 4 posledica 
razgradnje mikrobne biomase v gnilišču in s tem posledično tudi razgradnje iskanih 
tarčnih genov. Domnevamo, da se je del tarčnih genov v gnilišču že razgradil, zato jih 
nismo uspeli detektirati. Najmanjše število tarčnih genov ppk1 in 16S rDNK CAP smo 
zaznali na merilnem mestu po mehanski stopnji čiščenja (merilno mesto 1), kar je v 
skladu s pričakovanji, saj na tem merilnem mestu še ne poteka biološko odstranjevanje 
hranil. 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  






Na podlagi dobljenih rezultatov smo oblikovali naslednje sklepe: 
 
- Koncentracija skupnega fosforja na iztoku iz CČNDK je bila po uvedbi 
biološkega in kemičnega odstranjevanja fosforja v času meritev po 
nadgradnji pod 1 mg/L, kar zadosti kriterijem nove uredbe (Uredba o 
odvajanju in čiščenju komunalne odpadne vode - Uradni list RS, 
št. 98/15). Po nadgradnji torej CČNDK omogoča ustrezno čiščenje 
odpadne vode.  
 
- Učinkovitost biološkega odstranjevanja fosforja je bila v zagonski fazi 
reaktorja SBR 35 %, kar je 10 % manj, kot je predvideno v projektni 
dokumentaciji. 
 
- Z laboratorijskimi šaržnimi testi smo dokazali metabolno aktivnost PAO 
v aktivnem blatu iz CČNDK, saj se je koncentracija ortofosfata v testnih 
čašah v anaerobnih razmerah zvišala, v aerobnih znižala, kar je v skladu z 
opisanim metabolizmom PAO. 
 
- Koncentracija ortofosfata se je v anaerobnem selektorju (del reaktorja 
SBR) v anaerobnih razmerah znižala, v aerobnih zvišala, kar nasprotuje 
naši hipotezi. 
- Na merilnih mestih po mehanski stopnji čiščenja, v reaktorju SBR in v 
gnilišču, smo z molekularnimi metodami (PCR in qPCR), dokazali 
prisotnost za PAO specifičnega genskega markerja ppk1 in 16S rDNK 
specifične za CAP. 
 
- Zaradi težav s pripravo standardov in inhibicijo reakcije qPCR nismo 
mogli ustrezno kvantificirati PAO v aktivnem blatu. Dokazali smo le to, 
da je najvišje število tarč genov ppk1 in 16S rDNK CAP na merilnem 














                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




7 POVZETEK   
 
V letu 2015 je v veljavo vstopila nova Uredba o odvajanju in čiščenju komunalne 
odpadne vode (Uradni list RS, št. 98/15). Zaradi novih in strožjih mejnih vrednosti 
parametrov na iztokih iz čistilnih naprav, je bila Centralna čisitina naprava Domžale – 
Kamnik (CČNDK) nadgrajena s šaržnimi biološkimi reaktorji (SBR), ki omogočajo tudi 
terciarno čiščenje odpadne vode (odstranjevanje fosforja in dušika).  
 
V magistrski nalogi smo ugotavljali, kako učinkovito je biološko odstranjevanje fosforja 
na CČNDK in dokazovali prisotnost polifosfat akumulirajočih bakterij (PAO) na 
različnih merilnih mestih. Rezultati kemijskih analiz odpadne vode v obdobju štirih 
mesecev so bili skladni s kriteriji nove uredbe (Uredba o odvajanju in čiščenju 
komunalne odpadne vode - Uradni list RS, št. 98/15). Na iztoku CČNDK so bile 
vrednosti skupnega fosforja, skupnega dušika in KPK nižje od mejnih vrednosti 
določenih z novo uredbo (mejna vrednost za TP je 1 mg/L, mejna vrednost za KPK je 
100 mg/L, mejna vrednost za amonijev dušik pa je 10 mg/L; Uredba o odvajanju…, 
2015). 
 
Prisotnost in metabolno aktivnost PAO v vzorcih vode/mikrobne biomase odvzetih na 
različnih merilnih mestih CČNDK smo dokazali z laboratorijskimi šaržnimi testi, z 
verižno reakcijo s polimerazo (PCR) in s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo 
(qPCR).  
 
Z laboratorijskimi šaržnimi testi smo analizirali dinamiko sproščanja in privzemanja 
ortofosfata v odvisnosti od prisotnosti kisika in količine biomase odvzete iz reaktorja 
SBR. Glede na opisane značilnosti metabolizma PAO smo predpostavljali, da bomo v 
primeru aktivnosti tega dela mikrobne združbe v anaerobnih razmerah zaznali zvišanje 
koncentracij ortofosfata, v aerobnih znižanje. Predpostavili smo tudi, da bodo nihanja v 
koncentracijah ortofosfata v vodi večja, če bomo v testno mešanico dodali večjo 
količino biomase. Obe hipotezi smo potrdili. V prvem testu, kjer smo uporabili manjšo 
količino biomase (sušina je bila 5 mg/L), se je koncentracija ortofosfata v testnih čašah 
v anaerobnih razmerah v času 120 min zvišala iz 2,9 mg/L na 10,0 mg/L, v aerobnih 
znižala iz 10,0 mg/L na 2,8 mg/L. V drugem laboratorijskem šaržnem testu, kjer smo 
uporabili večjo količino biomase (sušina je bila 9,5 mg/L), se je koncentracija 
ortofosfata v anaerobnih pogojih zvišala iz 2,3 mg/L na 22,0 mg/L, v aerobnih pogojih 
znižala iz 22,0 mg/L na 2,1 mg/L. Z molekularnimi metodami smo v vzorcih iz 
merilnega mesta po mehanski stopnji čiščenja, reaktorja SBR in gnilišča, s specifičnimi 
začetnimi oligonukleotidi ACCppk1 254F in ACCppk1 1376R, dokazali prisotnost 
funkcionalnega genskega markerja ppk1, značilnega za vse PAO. Poleg tega smo 
posebej z začetnimi nukleotidi PAO 518f in PAO 846r, dokazali tudi prisotnost genov, 
ki kodirajo 16S rRNK domnevno enega najpomembnejših predstavnikov PAO, 
Candidatus Accumulibacter phosphatis (CAP).   
 
Pri metodi qPCR smo imeli težave s pripravo standardov in inhibicijo reakcije, zato 
nismo uspeli absolutno kvantificirati PAO. Ugotovili smo, da je v reaktorju SBR 
(merilno mesto 4), v primerjavi z ostalima dvema vzorčnima mestoma, največje število 
tarčnih genov ppk1 in 16S rDNK CAP, iz česar lahko sklepamo na največje število 
predstavnikov PAO (ter med njimi CAP) na tem merilnem mestu. Najmanjše število 
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tarčnih genov smo zaznali na merilnem mestu po mehanski stopnji čiščenja (merilno 
mesto 1). Rezultati so v skladu s pričakovanji, saj je v reaktorju SBR najvišja 
koncentracija aktivne biomase. Kljub odsotnosti opaznih količin mikrobne biomase na 
merilnem mestu po mehanski stopnji čiščenja, smo tudi tam zaznali za PAO značilne 
tarčne gene, vendar jih je bilo znatno manj kot v reaktorju SBR. 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  






Al-Rekabi W., Qiang H., Qiang W.W. 2007. Review on sequencing batch reactors. 
Pakistan Journal of Nutrition, 6: 11-19. 
 
Al-Soud W.A., Radstrom P. 2001. Purification and characterization of PCR-inhibitory 
components in blood cells. Journal of Clinical Microbiology, 39: 485–493. 
 
Badea G., Daniel Roman M., Giurca I., Calin Ovidiu S., Aschielan I., Muresan D. 1989. 
Chemical precipitation of phosphorus on a wastewater treatment pilot plant. 
Recent Advances in Urban Planning and Construction, 4: 128-130. 
 
Beer M., Stratton H.M., Griffiths P.C., Seviour R.J. 2006. Which are the polyphosphate 
accumulating organisms in full-scale activated sludge enhanced biological 
phosphate removal systems in Australia?. Journal of Applied Microbiology, 100, 
2: 233-243. 
 
Callbeck C.M., Sherry A., Hubert C.R.,Gray N.D., Voordouw G. in Head M. 2013. 
Improving PCR efficiency for accurate quantification of 16S rRNA genes. Journal 
of Microbiological Methods, 93, 2: 148-152. 
 
Carrera J., Sarrà M., Lafuente F. J., Vicent T. 2001. Effect of different operational 
parameters in the enhanced biological phosphorus removal process: Experimental 
design and results. Environmental Technology, 22, 12: 1439-1446. 
 
Carucci A., Kühni M., Brun R., Carucci A., Koch G., Majone M., Siegrist H. 1999. 
Microbial competition for the organic substrates and its impact on EBPR systems 
under conditions of changing carbon feed. Water Science and Technology, 39, 1: 
75-85. 
 
CČN Domžale. 2017. Nadgradnja CČN Domžale. Domžale, CČN Domžale: 1 str. 
http://www.ccn-domzale.si/nadgradnja (15.1.2017) 
 
Chandler P., Wagnon C., Bolton H. 1998. Reverse Transcriptase (RT) inhibition of PCR 
at low concentrations of template and its implications for quantitative RT-PCR. 
Applied and Environmental Microbiology, 64, 2: 669-677. 
 
Coats E.R., Watkins D.L., Brinkman C.K., Loge F.J. 2011. Effect of anaerobic HRT on 
biological phosphorus removal and the enrichment of phosphorus accumulating 
organisms. Water Environment Research, 83, 5: 461-469. 
 
Conley D.J. 2000. Biogeochemical nutrient cycles and nutrient management strategies. 
Hydrobiologia, 410: 87-96. 
 
Crocetti G. R., Hugenholtz P., Bond P.L., Schuler A., Keller J., Jenkins D., Blackall 
L.L. 2000. Identification of polyphosphate-accumulating organisms and design of 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




16S rRNA-directed probes for their detection and quantitation. Applied and 
Environmental Microbiology, 66, 3: 1175-1182.  
 
Crocetti G.R., Banfield J.F., Keller J., Bond P.L., Blackall L.L. 2002. Glycogen-
accumulating organisms in laboratory-scale and full-scale wastewater treatment 
processes. Microbiology,  148: 3353-3364. 
 
Ebie Y., Kondo T., Kadoya N., Mouri M., Maruyama O., Noritake S., Inamori Y., Xu 
K. 2008. Recovery oriented phosphorus adsorption process in decentralized 
advanced Johkasou. Water Science Technology, 57, 12:1977-1981.  
 
Forbes C. M., O’Leary N.D., Dobson A. D., Marchesi J. R.. 2009. The contribution of 
‘omic’-based approaches to the study of enhanced biological phosphorus removal 
microbiology. Microbial Ecology, 69: 1–15. 
 
Fuhs G.W., Chen M. 1975. Microbiological basis of phosphate removal in the activated 
sludge process for the treatment of wastewater. Microbial Ecology, 2, 2: 119-138. 
 
Furumai H., Kazmi A.A. , Furuya Y., Sasaki K. 1998. Effect of sludge retention time 
(SRT) on nutrient removal in sequencing batch reactors.  
Journal of Environmental Science and Health, 34: 317-328. 
 
Glasel J.A. 1995. Validity of nucleic acid purities monitored by A260/A280 absorbance 
ratios. Biotechniques, 18: 62-63. 
 
Gómez M.A., Hontoria E., González-López J. 2002. Effect of dissolved oxygen 
concentration on nitrate removal from groundwater using a denitrifying 
submerged filter. Journal of Hazardous Materials, 90  3: 267-278. 
 
Gray N.F. 2004. Biology of wastewater treatment. 2
nd
 ed. London, Imperial College 
Press: 1421 str. 
 
Günther S., Trutnau M., Kleinsteuber S., Hause G., Bley T., Röske I.,
 
Harms H.,  Müller 
S. 2009. Dynamics of polyphosphate-accumulating bacteria in wastewater 
treatment plant microbial communities detected via DAPI (4′,6′-Diamidino-2-
Phenylindole) and tetracycline labeling. Applied and Environmental 
Microbiology, 75: 2111–2121. 
 
He S., Gall D. L., McMahon K. D. 2007.“Candidatus Accumulibacter” population 
structure in enhanced biological phosphorus removal sludges as revealed by 
polyphosphate kinase genes. Applied and Environmental Microbiology, 73,18: 
5865–5874. 
 
Helness H. 2007. Biological phosphorus removal in a moving bed biofilm reactor. 
Thesis for the degree doktor ingeniør. Trondheim, Norwegian University of 
Science and Technology, Faculty of Engineering Science and Technology, 
Department of Hydraulic and Environmental Engineering:.11-11. 
 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




Henze M., Loosdrecht van C.M., Ekama G.A., Brdjanovic D. 2008. Biological 
wastewater treatment. London, IWA Publishing: 511 str. 
 
Hesselmann R.P., Werlen C., Hahn D., van der Meer J.R., Zehnder A.J. 1999. 
Enrichment, phylogenetic analysis and detection of a bacterium that performs 
enhanced biological phosphate removal in activated sludge. Systematic and 
Applied Microbiology, 22, 3: 454–465. 
 
Holland P.M., Abramson R.D., Watson R., Gelfand D.H. 1991. Detection of specific 
polymerase chain reaction product by utilizing the 5'----3' exonuclease activity of 
Thermus aquaticus DNA polymerase. Proceedings of the National Academy of 
Sciences United States of America, 88, 16: 7276-7280. 
 
Johansson L., Gustafsson J.P. 2000. Phosphate removal using blast furnace slags and 
opoka-mechanisms. Water Research, 34, 1: 259–265. 
 
Košir U. 2015.  Kvantifikacija črevesnih bakterijskih skupin iz biopsijskih vzorcev 
pacientov s kolorektalnim rakom z verižno reakcijo s polimerazo. Magistrsko 
delo. Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije: 90 str. 
 
Kryłów M., Tal-Figiel B. 1997. Kinetics of anaerobic ortophosphate release and 
substrate uptake in EBPR from synthetic wastewater. Water Research, 1, 2: 3137-
3145. 
 
Levesque-Sergerie J., Duquette M., Thibault C., Delbecchi L., Bissonnette N. 2007. 
Detection limits of several commercial reverse transcriptase enzymes: impact on 
the low- and high-abundance transcript levels assessed by quantitative RT-PCR. 
BMC Molecular Biology, 8: 93, doi: 10.1186/1471-2199-8-93: 18 str. 
 
Liu Q., Wan J., Wang J., Li S., Dagot C., Wang Y. 2017. Recovery of phosphorus via 
harvesting phosphorus-accumulating granular sludge in sequencing batch airlift 
reactor. Bioresource Technology, 224: 87-93. 
 
Lu Q., Toledo R. A., Shim H. 2016. Effect of COD/TP ratio on biological nutrient 
removal in A2O and SBR processes coupled with microfiltration and effluent 
reuse potential. Environmental Technology, 37, 12: 1479-1487. 
 
Madoni P., Davoli D. 1993. Control of Microthrix parvicella growth in activated 
sludge. Microbiology Ecology, 12, 4: 277-283. 
 
Mao Y., Graham D.W., Tamaki H., Zhang T. 2015. Dominant and novel clades of 
Candidatus Accumulibacter phosphatis in 18 globally distributed full-scale 
wastewater treatment plants. Scientific Reports, 5: 11857, doi: 
10.1038/srep11857: 10 str. 
 
McMahon K.D., Yilmaz S., He S., Gall D.L., Jenkins D., Keasling J.D. 2007. 
Polyphosphate kinase genes from full-scale activated sludge plants. Applied 
Microbiology Biotechnology, 77: 167–173. 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  





Mehlig L.,  Petzold M. H., Günther C. S. 2013. Biodiversity of polyphosphate 
accumulating bacteria in eight WWTPs with different modes of operation. Journal 
of Environmental Engineering, 139: 1089-1098. 
 
Midorikawa I., Aoki H., Omori A., Shimizu T., Kawaguchi Y., Kassai K., Murakami T. 
2008. Recovery of high purity phosphorus from municipal wastewater secondary 
effluent by a high-speed adsorbent. Water Science Technology, 58, 8: 1601-1607. 
 
Mulkerrinsa D., Dobsona A.D.W., Colleranb E. 2003. Parameters affecting biological 
phosphate removal from wastewaters. Environment International, 30: 249– 259. 
 
Nakamura K., Hiraishi A., Yoshimi Y., Kawaharasaki M., Masuda K., Kamagata Y. 
1995. Microlunatus phosphovorus gen. nov., sp. nov., a new gram-positive 
polyphosphate-accumulating bacterium isolated from activated 
sludge. International Journal of Systematic Bacteriology, 45: 17-22. 
  
Nielsen P.H., Saunders A.M., Hansen A.A., Larsen P., Nielsen J.P. 2012. Microbial 
communities involved in enhanced biological phosphorus removal from 
wastewater — a model system in environmental biotechnology. Current Opinion 
in Biotechnology, 23: 452 - 459. 
 
Nobu M.K., Tamaki H., Kubota K., Liu W.T. 2014. Metagenomic characterization of 
'Candidatus Defluviicoccus tetraformis strain TFO71,' a tetrad-forming organism, 
predominant in an anaerobic-aerobic membrane bioreactor with deteriorated 
biological phosphorus removal. Environmental Microbiology, 16, 9: 2739–2751. 
 
Oehmen A., Vives T. M, Lu H., Yuan Z., Keller J. 2005. The Effect of pH on the 
competition between polyphosphate-accumulating organisms and glycogen-
Accumulating Organisms.  Water Research, 39: 3727-3737.   
 
Oh J., Silverstein J. 1999. Oxygen inhibition of activated sludge denitrification. Water 
Research, 33, 8: 1925-1937 
 
Okunuki S., Nakamura O., Kawaharasaki M., Tanaka H., Uchiyama H., Noda N. 2007. 
Quantification of rhodocyclus-related and actinobacterial polyphosphate-
accumulating organisms in an enhanced biological phosphorus removal process 
using quenching probe PCR. Microbes and Environments, 22: 106-115. 
 
Olson N.D., Morrow J. B. 2012. DNA extract characterization process for microbial 
detection methods development and validation. BMC Research, 5: 668, doi: 
10.1186/1756-0500-5-668: 14 str. 
 
Opel K.L., Chung D., McCord B.R. 2010. A study of PCR inhibition mechanisms using 
real time PCR. Journal of Forensic Sciences, 55: 25-33. 
 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




Pabinger S., Rödiger S., Kriegner A., Vierlinger K. 2014. A survey of tools for the 
analysis of quantitative PCR (qPCR) data. Biomolecular Detection and 
Quantification, 1, 1: 23-33. 
 
Pečjak I. 2011. Simulacija procesov čiščenja odpadne vode in možna idejna rešitev 
posodobitve CČN Škofja Loka. Diplomsko delo. Ljubljana, Fakulteta za 
gradbeništvo in geodezijo, Univerzitetni program Vodarstvo in komunalno 
inženirstvo: 195 str. 
 
Porterfield J.Z., Zlotnick A. 2010. A simple and general method for determining the 
protein and nucleic acid content of viruses by UV absorbance. Virology, 407: 
281–288. 
 
Randall B., Benefield L. D., Hill E. W., Nicol J.P., Boman G. K., Shuh-Ren J. 1997. 
The effect of volatile fatty acids on enhanced biological phosphorus removal and 
population structure in anaerobic/aerobic sequencing batch reactors. Water Science and 
Technology, 35, 1: 153-160. 
 
Rashed E.M., El-Shafei M. M., Heikal M. A., Noureldin A. M. 2014. Application of 
contact stabilization activated sludge for enhancing biological phosphorus 
removal (EBPR) in domestic wastewater. HBRC Journal, 10, 1: 92-99. 
 
Reis M. A. M., Serafim L. S., Lemos P. C., Ramos A. M., Aguiar F. R., Van Loosdrecht 
M. C. M. . 2003. Production of polyhydroxyalkanoates by mixed microbial 
cultures. Bioprocess and Biosystems Engineering, 25: 377–385. 
 
Rock C., Alum, A., Abbaszadegan M. 2010. PCR inhibitor levels in concentrates of 
biosolid samples predicted by a new method based on excitation-emission matrix 
spectroscopy. Applied Environmental Microbiology, 76: 8102–8109. 
 
Rossen L., Nørskov P., Holmstrøm K., Rasmussen O.F. 1992. Inhibition of PCR by 
components of food samples, microbial diagnostic assays and DNA-extraction 
solutions. International Journal Food Microbiology, 17: 37-45. 
 
Rutledge R.G., Côté C. 2003. Mathematics of quantitative kinetic PCR and the 
application of standard curves. Nucleic Acids Research, 31: e93, doi: 
10.1093/nar/gng093: 6 str. 
 
Schipper W.J., Klapwijk A., Potjer B., Rulkens W.H., Temmink B.G., Kiestra F.D. 
in Lijmbach A.C. 2001. Phosphate recycling in the phosphorus industry. 
Environmental Technology, 22, 11: 1337-1345. 
 
Schoumans O.F., Bouraoui F., Kabbe C., Oenema O., van Dijk K.C. 2015. Phosphorus 
management in Europe in a changing world. Ambio, 44, 2: 180-192.  
 
Schrader C., Schielke A., Ellerbroek L., Johne R. 2012. PCR inhibitors – occurrence, 
properties and removal. Journal of Applied Microbiology,113: 1014-1026. 
 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




Schuler A.J., Jenkins D. 2002. Effects of pH on enhanced biological phosphorus 
removal metabolisms. Water Science and Technology, 46: 171-178. 
 
Schuler A.J., Jenkins D. 2003. Enhanced biological phosphorus removal from 
wastewater by biomass with different phosphorus contents, Part I: Experimental 
results and comparison with metabolic models. Water Environmental Research, 
75, 6: 485-498. 
 
Seviour R. J., Mino T., Onuki M. 2003. The microbiology of biological phosphorus 
removal in activated sludge systems. FEMS Microbiology Reviews, 27: 99-127. 
 
Shieh Y.S., Wait D., Tai L., Sobsey M.D. 1995. Methods to remove inhibitors in 
sewage and other fecal wastes for enterovirus detection by the polymerase chain 
reaction. Journal of Virological Methods, 54: 51–66. 
 
Sutlović D., Gamulin S., Definis-Gojanovic M., Gugic D., Andjelinovic S. 2008. 
Interaction of humic acids with human DNA: Proposed mechanisms and kinetics. 
Electrophoresis, 7: 1467–1472. 
 
Šlajpah M. 1997. Biološko odstranjevanje fosforja iz odpadnih vod. Diplomsko delo. 
Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo: 48 str. 
Tan S. C., Yiap C. B. 2009. DNA, RNA, and protein extraction: The past and the 
present. Journal of Biomedicine and Biotechnology, 2: 47-57. 
Tarayre C., Nguyen H. T., Brognaux A., Delepierre A.,Clercq L., Charlier R., Michels 
E., Meers E., Delvigne F. 2016. characterisation of phosphate accumulating 
organisms and techniques for polyphosphate detection: A Review. 
Sensors, 166: 797-808. 
 
Tsai Y.L., Olson B.H. 1992 Rapid method for separation of bacterial DNA from humic 
substances in sediments for polymerase chain reaction. Applied and 
Environmental Microbiology, 58: 2292–2295. 
 
Uredba o odvajanju in čiščenju komunalne odpadne vode. 2015. Uradni List Republike 
Slovenije, 25, 98: 12234-12256. 
 
Valasek M. A., Repa J. J.. 2005. The power of real-time PCR. Advances in Physiology 
Education, 29, 3: 151–159. 
 
Wagner M., Nielsen P. H., Loy A., Nielsen J. L., Daims H. 2006. Linking microbial 
community structure with function: fluorescence in situ hybridization-
microautoradiography and isotope arrays. Current Opinion in 
Biotechnology, 17: 83–91.  
 
Watanabe K., Kodama Y., Harayama S. 2001 Design and evaluation of PCR primers to 
amplify bacterial 16S ribosomal DNA fragments used for community 
fingerprinting. Journal of Microbiological Methods, 44, 3,: 253-262. 
 
                                                                                                                                      
Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR  




Wentzel M. C., Ekama G. A., P. Dold, Marais G. 1989. Biological excess phosphorus 
removal — Steady state process design. Water SA, 16: 29-42. 
 
Whang L.M., Filipe C.D., Park J.K. 2007. Model-based evaluation of competition 
between polyphosphate- and glycogen-accumulating organisms. Water 
Research, 41, 6: 1312-1324. 
  
Wilén B.M., Lumley D., Mattsson A., Mino T. 2006. Rain events and their effect on 
effluent quality studied at a full scale activated sludge treatment plant. Water 
Science Technology, 54: 201-208. 
 
Wittwer C.T., Herrmann M.G., Moss. A.A., Rasmussen R.P. 1997. Continous 
fluorescence monitornig of rapid cycle DNA amplification. Biotechniques, 22, 1: 
130-138. 
 
Yang Y., Zhang L., Shao H., Zhang S., Gu P.,  Peng Y. 2017. Enhanced nutrients 
removal from municipal wastewater through biological phosphorus removal 
followed by partial nitritation/anammox. Frontiers of Environmental Science 
and Engineering, 11: 8, doi.org/10.1007/s11783-017-0911-0: 6 str. 
 
Yu S., Sun P., Zheng W., Chen L., Zheng X., Han J., Yan T. 2014. The effect of COD 
loading on the granule-based enhanced biological phosphorus removal system and 
the recoverability. Bioresource Technology, 171: 80–87. 
 
Yuan Z., Pratt S., Batstone D. 2012. Phosphorus recovery from wastewater through 
microbial processes. Current Opinion in Biotechnology, 23, 6: 878–883.  
 
Zakon o varstvu okolja. 2004. Uradni List Republike Slovenije, 14, 41: 4818 – 4853.  
 
Zhang T., Fang H.H. 2016. Applications of real-time polymerase chain reaction for 
quantification of microorganisms in environmental samples. Applied 
Microbiology and Biotechnology, 70, 3:281-289. 
 
Zhao J., Wang D., Li X., Yang Q., Chen H., Zhong Y., An H., Zeng G. 2014. An 
efficient process for wastewater treatment to mitigate free nitrous acid generation 
and its inhibition on biological phosphorus removal. Scientific Reports; 5: 8602,  





Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR.  





Najprej bi se rad zahvalil mentorici, doc. dr. Maši Vodovnik, za prevzem mentorstva, za 
vse nasvete, trud in čas, ter za strokoven pregled magistrske naloge. Zahvaljujem se ji za 
pomoč in podporo v laboratoriju ter za vse vzpodbudne besede, s katerimi sem lažje 
dokončal magistrsko nalogo.   
 
Zahvalil bi se tudi prof. dr. Romani Marinšek  Logar, ki mi je omogočila stik s Centralno 
čistilno napravo Domžale – Kamnik in z nasveti ter predlogi sodelovala pri izvedbi prvega 
dela magistrske naloge. 
 
Iskrena zahvala tudi kolektivu Centralne čistilne naprave Domžale – Kamnik, predvsem pa 
somentorici dr. Marjetki Levstek, direktorici dr. Marjetki Stražar in Ivanki Vode, ki so mi z 
dodatnimi nasveti in strokovno pomočjo omogočili izvedbo magistrske naloge. Zahvala 
tudi Mateju Černivcu in Mateju Mlakarju, ki sta mi pomagala pri vzorčenju na vseh 
merilnih mestih. 
 
Zahvalil bi se tudi doc. dr. Tjaši Danevčič za razumevanje in hitro recenzijo pisnega 
izdelka. 
 
Najlepša zahvala pa gre tudi moji družini in prijateljem za vso izkazano podporo, 

























Košir N. Ugotavljanje učinkovitosti mikrobiološkega odstranjevanja  fosforja iz odpadne… v zagonski fazi bioreaktorja SBR.  

















0 0 2,96 2,82 2,89 0,2 0,2 
1 30 3,5 3,65 3,58 0,1 0,2 
2 60 4,35 4,17 4,26 0,05 0,06 
3 90 5,22 5,04 5,13 0,04 0,06 
4 120 10,06 10,4 10,23 0,05 0,05 
5 150 4,02 4,08 4,05 5,8 5,1 
6 180 3,22 3,32 3,27 6,2 5,8 
7 210 2,96 2,95 2,96 6,9 6,5 
8 240 2,76 2,92 2,84 7 6,8 
 








0 126 2,3 0,15 
15 117 5,4 0,12 
45 113 11,5 0,10 
60 107 16,5 0,09 
90 102 19,9 0,09 
120 96 20,0 0,08 
150 93 21,3 0,08 
180 89 22,0 0,08 
210 85 15,5 6,10 
240 83 11,8 6,75 
270 77 9,2 6,71 
300 72 7,4 6,73 
330 69 6,0 6,77 
360 65 4,6 7,15 
390 62 3,5 7,20 
420 61 2,7 7,19 
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Povprečje 4,1 5,3 2,7 19749 221 78 103 52 
Min 2,2 2,8 1,9 13210 69 40 56 32 
Max 7,6 8,6 4,4 22969 350 108 168 84 
Dan 1 3 4,6 2,8 19406 345 58 91 54 
Dan 2 4,3 5,9 3 19333 221 83 115 58 
Dan 3 4,7 5,6 2,5 18973 207 89 107 47 
Dan 4 5,2 8,3 3,3 20002 236 104 168 66 
Dan 5 4,8 5,6 2,2 20267 350 97 115 45 
Dan 6 3,6 5,3 / 20576 293 74 111 / 
Dan 7 3 4,2 2,3 21242 326 64 91 49 
Dan 8 3,2 4,6 2,4 22283 344 71 104 53 
Dan 9 2,8 3,8 2,1 20663 289 58 80 43 
Dan 10 2,8 3 2 22036 236 62 67 44 
Dan 11 2,8 3,5 2,2 22816 112 64 80 50 
Dan 12 2,2 2,9 2 22900 200 50 67 46 
Dan 13 3,1 4,4 2,3 22969 154 71 102 53 
Dan 14 3,1 4,2 2,5 21851 186 68 93 55 
Dan 15 2,2 2,8 2,1 22180 178 49 63 47 
Dan 16 2,9 4,2 2,6 22848 253 66 97 59 
Dan 17 3,7 3,8 2,5 21232 185 79 81 53 
Dan 18 4,6 4,3 2,3 22890 268 105 100 53 
Dan 19 4,3 / / 21809 227 94 / / 
Dan 20 4,8 5,5 2,5 19582 253 94 109 49 
Dan 21 5,3 5,6 2,5 19408 185 103 110 49 
Dan 22 5 6,5 2,2 18344 181 92 120 40 
Dan 23 / 8,6 / 18379 259 / 160 / 
Dan 24 7,6   4,4 19064 240 / / 84 
Dan 25 / / / 20070 288 / / / 
Dan 26 4,9 6,5 2,5 22071 306 108 145 55 
Dan 27 4,8 5,5 2,9 17721 302 85 99 51 
Dan 28 5,1 5,9 3,2 18554 231 95 111 59 
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Dan 29 4,8 7,9 3,3 18792 229 90 150 62 
Dan 30 3,3 5,3 3,3 19653 324 65 106 65 
Dan 31 4,9 6,2 2,8 18321 330 90 116 51 
Dan 32 4,2 / 2,4 20349 225 85 / 49 
Dan 33 4,6 5,6 2,1 15128 144 70 86 32 
Dan 34 4,2 4,9 2,6 17172 211 72 85 45 
Dan 35 5,1 5,5 3,2 18186 160 93 101 58 
Dan 36 3,8 5,5 3,1 19189 252 73 107 59 
Dan 37 4,8 5,5 3,4 16384 162 79 91 56 
Dan 38 4,3 4,9 / 13210 260 57 66 / 
Dan 39 5,4 7 / 15578 165 84 110 / 
Dan 40 2,2 3 / 18375 148 40 56 / 
Dan 41 3,2 3,8 2,2 22949 69 73 87 50 
Dan 42 4 5,5 1,9 20195 219 81 112 38 
Dan 43 3,8 6 2,9 21320 181 81 129 62 
Dan 44 4,8 6,5 3,4 / / / / / 
Dan 45 5,8 7 3,5 / / / / / 
Dan 46 5 7 / 18773 220 94 133 / 
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Povprečje      32,1 5,9 397 44,6 
Min     13 1,4 189 32 
























































































































20:00 32,2 6,4 416 43,4 
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08:00 33,5 5,8 358 / 
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08:00 / / 359 39,8 
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Povprečje     1,6±0,8  0,7±0,25 28,7±12,7 7,3±1,7 
Min     0,2 0,4 15,6 4,4 
Max     4,1 1,3 79,3 10,2 
IZTOK  19.12.2016 01:00 20.12.2016 01:00 / 0,5 26,8 / 
IZTOK  15.12.2016 01:00 16.12.2016 01:00 / 0,5 37,1 / 
IZTOK  13.12.2016 08:00 14.12.2016 08:00 / 0,5 53,2 / 
IZTOK  12.12.2016 08:00 13.12.2016 08:00 / 0,5 79,3 / 
IZTOK  7.12.2016 08:00 8.12.2016 08:00 1,6 0,5 23,2 8,5 
IZTOK  1.12.2016 01:00 2.12.2016 01:00 1,5 0,5 23,9 5,4 
IZTOK  26.11.2016 08:00 27.11.2016 08:00 0,6 0,5 24,7 4,9 
IZTOK  24.11.2016 08:00 25.11.2016 08:00 0,8 0,5 34,9 4,4 
IZTOK  23.11.2016 08:00 24.11.2016 08:00 4,1 0,5 40,5 8,6 
IZTOK  20.11.2016 08:00 21.11.2016 08:00 0,2 0,5 15,6 7,8 
IZTOK  17.11.2016 01:00 18.11.2016 01:00 1,8 0,5 29,2 6,2 
IZTOK  13.11.2016 08:00 14.11.2016 08:00 1,1 0,5 19,4 5,4 
IZTOK  8.11.2016 08:00 9.11.2016 08:00 0,4 0,5 19,1 9,5 
IZTOK  3.11.2016 01:00 4.11.2016 01:00 1,4 0,6 34 6,6 
IZTOK  27.10.2016 01:00 28.10.2016 01:00 0,4 0,5 24 4,9 
IZTOK  18.10.2016 01:00 19.10.2016 01:00 0,8 0,5 28,9 5,7 
IZTOK  17.10.2016 09:20 18.10.2016 09:20 0,9 0,7 30 6,2 
IZTOK  17.10.2016 08:40 18.10.2016 08:40 1,4 0,7 29,1 6,1 
IZTOK  12.10.2016 09:20 13.10.2016 09:20 1,1 0,7 31,1 8,5 
IZTOK  12.10.2016 09:20 13.10.2016 09:20 1,4 0,7 30,5 7,8 
IZTOK  12.10.2016 09:20 13.10.2016 09:20 1,8 1,2 31,2 8,4 
IZTOK  10.10.2016 09:20 11.10.2016 09:20 2,2 1,3 29,6 8,5 
IZTOK  6.10.2016 08:00 7.10.2016 08:00 0,6 0,5 21,1 6,5 
IZTOK  4.10.2016 08:00 5.10.2016 08:00 1,8 0,5 21,7 8 
IZTOK  28.09.2016 08:00 29.09.2016 08:00 1,2 0,8 23 8,8 
IZTOK  27.09.2016 01:00 28.09.2016 01:00 0,4 0,7 19,7 / 
IZTOK  25.09.2016 08:00 26.09.2016 08:00 0,3 0,6 21,7 / 
IZTOK  24.09.2016 08:00 25.09.2016 08:00 0,3 0,6 21,1 / 
IZTOK  23.09.2016 08:00 24.09.2016 08:00 0,4 0,6 21,4 10,2 
IZTOK  22.09.2016 08:00 23.09.2016 08:00 0,5 0,6 66 10,2 
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IZTOK  21.09.2016 01:00 22.09.2016 01:00 1,6 0,4 19,8 8,3 
IZTOK  19.09.2016 08:00 20.09.2016 08:00 0,7 0,6 24 6,5 
IZTOK  18.09.2016 08:00 19.09.2016 08:00 0,2 0,7 17,1 / 
IZTOK  15.09.2016 08:00 16.09.2016 08:00 0,3 1,9 24,6 / 
IZTOK  14.09.2016 08:00 15.09.2016 08:00 0,3 / 21,5 / 
IZTOK  13.09.2016 08:00 14.09.2016 08:00 0,3 1 25,3 / 
IZTOK  12.09.2016 08:00 13.09.2016 08:00 0,5 1,3 25,8 / 
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Priloga F: Shema CČNDK. 
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Priloga G: Disociacijske krivulje orientacijskega standarda ppk1 (svetlo modra krivulja – neredčen 
vzorec, rdeča krivulja – 2x redčen, zelena krivulja – 4x redčen, siva krivulja - 8x redčen, rjava krivulja 
– 16x redčen, svetlo modra krivulja – 32x redčen, vijolična krivulja - 64x redčen, rumena krivulja – 
128 x redčen vzorec, vijolična krivulja - 256x redčen, temno modra krivulja – 512x redčen in temno 
rdeča krivulja – 1024x redčen). 
 
Priloga H: Amplifikacijske krivulje, ki prikazuje pomnoževanje različnih redčitev gena ppk1 (modre 
krivulje – neredčen vzorec, rdeče krivulje – 2x redčen, zelene krivulje – 4x redčen, sive krivulje - 8x 
redčen, rjave krivulje – 16x redčen, svetlo modre krivulje – 32x redčen, vijolične krivulje - 64x redčen, 
rumene krivulje – 128 x redčen vzorec). 
 
 
Prisotna dva vrhova 
talilnih krivulj 
Prag zaznave 
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Priloga I: Prikaz inhibicije v vzorcu iz merilnega mesta 1. 
 
 
Priloga J: Disociacijske krivulje pomnožkov gena16S rDNK CAP, ki smo ga dobili z reakcijo qPCR 
(pomnožek CAP; vzorec z merilnega mesta 4) (modre krivulje – neredčen vzorec, zelene krivulje – 5 x 








5x redčen vzorec 
Prag zaznave 
10 x redčen vzorec 
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Priloga K: Meritve z merilnega mesta 1, 2 in 3. 





























































Povprečje 4,1 2,3 305,4 25,4 0,5 5,3 2,5 391,3 158,8 25,1 0,7 71,8 30,3 0,2 0,0294 24,4 3,9 1901,2 75,4 16,9 0,7 1,5 0,0163
min 2,2 0,6 179,0 10,4 0,3 2,8 0,9 157,0 64,0 11,1 0,3 51,7 14,6 0,1 0,0117 15,8 1,2 1255,0 34,0 5,8 0,3 0,8 0,0117
max 7,6 3,4 527,0 45,0 1,1 8,6 4,4 658,0 310,0 40,1 1,8 99,0 43,2 0,6 0,0550 33,0 7,0 2825,0 205,0 28,0 2,2 2,4 0,0233
3 1,5 226 22,3 0,4 4,6 1,7 309 183 21,5 1,1 67,2 39,8 0,6 / 22,1 4,1 1555 74 20,7 0,51 1,4 0,0158
4,3 2,2 329 27,3 0,57 5,9 2,3 453 132 27,2 0,6 76,8 22,4 0,1 / / / / / / / / /
4,7 2,3 349 27,5 0,42 5,6 2,4 420 223 31,6 0,44 75,0 39,8 0,4 0,0140 / / / / / / / /
5,2 3 381 27,9 0,64 8,3 4,4 458 230 38 0,5 55,2 27,7 0,3 0,0277 24,4 5,2 1770 82 14 0,42 1,5 0,0163
4,8 2,3 322 25,4 0,79 5,6 2,4 381 176 28,7 0,51 68,0 31,4 0,11 0,0509 24,8 4 2040 80 20,6 0,79 1,7 0,0146
3,6 1,8 328 20,9 0,54 5,3 2 471 171 22,5 0,37 88,9 32,3 0,2 0,0265 15,8 3,9 1295 96 15,9 0,31 1 0,0158
3 1,4 242 16,5 0,45 4,2 1,7 351 109 18 0,8 83,6 26,0 0,36 0,0117 16,2 3,7 1255 68 15,1 0,35 1 0,0162
3,2 1,7 229 22,8 0,57 4,6 2,1 290 120 24 0,83 63,0 26,1 0,16 0,0288 17,4 2,9 1490 71,8 12,2 0,59 1,4 0,0124
2,8 1,4 265 17,8 0,31 3,8 1,7 283 115 20,8 0,32 74,5 30,3 0,14 0,0271 / / / / / / / /
2,8 1,1 268 14,4 0,29 3 1,5 398 116 17,1 0,3 / 38,7 0,4 / / / / / / / / /
2,8 1,3 225 16,7 0,42 3,5 1,4 528 88,2 17,9 0,86 / 25,2 0,3 0,0117 16,9 2,2 1670 59,8 13,3 1,19 0,9 0,0188
2,2 0,6 194 10,4 0,67 2,9 0,9 287 64 11,1 1,76 99,0 22,1 0,16 0,0181 17,6 1,2 1400 40,8 5,8 2,18 1,1 0,0160
3,1 1,3 271 17,1 0,32 4,4 1,5 312 105 17,2 0,36 70,9 23,9 0,16 0,0275 / / / / / / / /
3,1 1,4 248 17,8 0,28 4,2 1,9 323 109 19,2 0,35 76,9 26,0 0,16 0,0263 / / / / / / / /
2,2 1,3 186 15,9 0,38 2,8 1,1 243 88,9 14,6 1,07 86,8 31,8 0,22 0,0127 19,1 2,1 1385 38,4 8,8 0,71 1,3 0,0147
2,9 1,6 212 17,6 0,4 4,2 2 313 100 17,5 0,47 74,5 23,8 0,18 0,0233 / / / / / / / /
3,7 2 301 19,63 0,46 3,8 1,7 327 164 17,7 0,47 86,1 43,2 0,23 0,0165 / / / / / / / /
4,6 1,9 314 23,3 0,68 4,3 1,7 346 168 22,2 1,03 80,5 39,1 0,16 0,0269 26,4 2,1 1520 34,7 7 0,88 1,3 0,0203
4,3 2,3 323 25,3 0,83 / / / / / / / / / / 27,3 2 1770 60,2 11,4 0,81 1,5 0,0182
4,8 2,7 373 29,7 0,51 5,5 2,5 384 203 29,5 0,47 69,8 36,9 0,1 0,0550 27,8 6,1 2450 108 21,4 0,59 1,6 0,0174
5,3 3,4 238 25,1 0,41 5,6 3,1 571 238 30,3 0,43 42,5 0,42 0,0133 32,6 5,2 2275 89 20,4 0,35 1,4 0,0233
5 2,7 290 38,6 1,05 6,5 3,5 420 219 30,7 64,6 33,7 0,35 0,0186 24,1 5,2 1930 88 19,6 0,41 1,7 0,0142
/ 2,8 355 23,6 0,47 8,6 4,3 658 310 36,4 1,31 76,5 36,0 0,38 0,0226 / / / / / / / /
7,6 3,4 527 28,5 0,59 / / / / / / / / / / / / / / / / / /
/ / / / / / / / / / / / / / / 30 4,6 2045 113 17,7 0,76 0,75
4,9 2,7 326 26,5 0,59 6,5 2,8 336 155 26,3 0,43 51,7 23,8 0,14 0,0464 16,4 2,3 1325 47,7 10,8 0,88 1,03 0,0159
4,8 2,6 355 22,8 0,47 5,5 3,1 472 213 24 0,43 85,8 38,7 0,25 0,0220 / / / / / / / /
5,1 3,1 413 29,7 0,53 5,9 3,8 464 210 25,8 0,41 78,6 35,6 0,18 0,0328 / / / / / / / /
4,8 2,9 333 30 0,4 7,9 2,5 415 198 26,9 0,51 52,5 25,1 0,16 0,0494 23,6 5,8 1870 83,5 20,2 0,36 1,3 0,0182
3,3 2,9 341 39,4 0,58 5,3 3,2 432 209 40,1 0,52 81,5 39,4 0,1 0,0530 30,1 5,3 2380 97 27,1 0,52 1,7 0,0177
4,9 2,9 327 32,3 0,57 6,2 3 468 209 29,4 1,06 75,5 33,7 0,15 0,0413 23,3 4,2 1525 80,5 22,7 0,83 1 0,0233
4,2 2,3 309 24,2 0,58 / / / / / 0,41 / / / / 26 2 1925 47,9 8,9 1,03 1,6 0,0163
4,6 3 320 28,7 0,45 5,6 3,1 423 200 26,1 0,38 75,5 35,7 0,14 0,0400 17,6 5 1465 94 19,2 0,31 1,1 0,0160
4,2 2,6 390 26,6 0,38 4,9 2,3 397 199 21,5 0,32 81,0 40,6 0,1 0,0490 / / / / / / / /
5,1 3,1 338 25,9 0,45 5,5 2,8 374 125 23 0,8 68,0 22,7 0,24 0,0229 / / / / / / / /
3,8 2,2 257 29,8 0,4 5,5 2,5 374 139 33 0,62 68,0 25,3 0,2 0,0275 / 3 1680 62 17,1 1,4 1,2 /
4,8 2,8 323 41 0,46 5,5 2,9 399 182 40 0,65 72,5 33,1 0,2 0,0275 33 7 2720 83 28 0,48 2,4 0,0138
4,3 2,5 245 32 0,42 4,9 2,7 328 166 30 0,9 66,9 33,9 0,25 0,0196 28 4,8 2825 53 21 0,49 2,4 0,0117
5,4 3,2 312 24 0,45 7 3 367 170 24 1,6 52,4 24,3 0,2 0,0350 32 5 2695 51 13 0,25 2,4 0,0133
2,2 1,1 179 12,8 0,77 3 1,4 157 70 11,5 1,1 52,3 23,3 0,1 0,0300 26 1,9 1880 42 9,8 1,5 1,6 0,0163
3,2 1,1 187 18 0,62 3,8 1,4 225 68 14 0,37 59,2 17,9 0,1 0,0380 / / / / / / / /
4 2 274 21 0,52 5,5 2,2 356 108 21 0,84 64,7 19,6 0,1 0,0550 / / / / / / / /
3,8 2,3 247 45 0,79 6 2,5 363 91 15 0,8 60,5 15,2 0,2 0,0300 20 1,8 1875 34 8,2 1 1,4 0,0143
4,8 3,1 377 28 0,5 6,5 3,3 472 95 33 0,49 72,6 14,6 0,2 0,0325 26 4,2 2030 95 24 0,5 1,5 0,0173
5,8 3,2 432 38 0,44 7 3,4 472 / 38 0,51 67,4 / 0,3 0,0233 32 3,1 2540 205 28 0,55 2,2 0,0145
5 2,5 431 35 0,39 7 2,9 540 276 36 / 77,1 39,4 0,6 0,0117 30 5,8 2450 83 24 0,37 2,2 0,0136
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Priloga L: Meritve z merilnega mesta 4, 5 in 6. 
 

















































Povprečje 17,2 2,5 1311,8 92,1 18,5 1,2 1,0 0,0176 61,4 2,3 5555,3 39,9 4,4 0,0140 2,7 2,4 30,5 1,7 6,4
min 10,6 1,0 625,0 36,0 9,7 0,3 0,6 0,0096 45,0 1,5 4710,0 32,0 3,5 0,0094 1,9 1,7 19,7 0,2 2,0
max 25,0 5,2 2655,0 180,0 29,0 3,0 1,4 0,0283 80,0 3,3 7020,0 76,0 5,2 0,0190 4,4 3,8 42,5 11,2 12,5
19,1 3,4 1660 103 19,7 0,42 1,2 0,0159 61 2,6 5190 42,3 4,6 0,0133 2,8 2,6 28,8 1,3 6,7
15,6 1,3 1555 180 24,5 0,39 1,2 0,0130 60 2,4 5760 43,7 4,5 0,0133 3 2,7 30,3 1,6 7,2
/ / / / / / / / / / / / / / 2,5 2,4 33,1 2,4 6,7
/ / / / / / / / / / / / / / 3,3 2,9 35,4 2,7 7,5
16,2 2,4 1250 82 20,5 3,02 1,3 0,0125 48 1,8 4730 40,7 4,9 0,0098 2,2 1,9 32,6 2,5 6,08
15 2,5 1210 82 17,5 0,34 1 0,0150 59 1,6 5840 48,3 4,7 0,0126 / / / / /
15,2 2,6 1245 123 15,6 0,37 0,9 0,0169 56 1,7 4710 38 4,3 0,0130 2,3 1,9 31,5 1,3 4,7
14,3 2 1030 53,8 11,8 1,73 0,9 0,0159 53,5 2,3 4830 34,3 4,2 0,0127 2,4 2,3 26,6 1,2 6,16
/ / / / / / / / / / / / / / 2,1 1,8 31,3 1 5,76
/ / / / / / / / / / / / / / 2 1,8 28,3 0,6 4,51
13,6 2 1165 131 10,4 1,46 0,8 0,0170 47,6 1,8 5410 34,4 3,8 0,0125 2,2 1,9 23,1 0,82 6,18
10,6 1 995 68,5 13,7 2,92 1,1 0,0096 55 1,5 4900 33,9 3,8 0,0145 2 1,7 20,4 0,19 5,09
/ / / / / / / / / / / / / / 2,3 2 26,9 0,9 5,29
/ / / / / / / / / / / / / / 2,5 2,3 23,1 0,64 5,38
13,1 1,7 1010 53,8 11,4 1,96 0,92 0,0142 55,5 1,9 4940 34 4,3 0,0129 2,1 1,9 19,7 0,7 4,03
/ / / / / / / / / / / / / / 2,6 2,4 25,7 0,8 5,12
/ / / / / / / / / / / / / / 2,5 2,3 24,6 0,6 3,87
15 2,2 1275 83,5 11,5 0,62 0,9 0,0167 58 2,4 5140 34,3 4 0,0145 2,3 2,2 28,9 1,01 5,7
14,2 2,2 1180 110 18,5 1,53 0,9 0,0158 64 1,7 5330 39,1 4,4 0,0145 / / / / /
18,6 2,2 1505 125 20,9 0,49 0,9 0,0207 66 2,3 6660 32,7 4,6 0,0143 2,5 2,2 29,5 1,06 6,2
17,5 1,9 1390 107 21,7 0,35 0,9 0,0194 68 1,9 6460 36 4,5 0,0151 2,5 2,1 37,6 2,3 5,39
19,6 2,6 1405 95,2 19,8 0,44 1,3 0,0151 45 1,8 5430 42,5 4,8 0,0094 2,2 1,8 36,9 5,1 5,81
/ / / / / / / / / / / / / / / 41,9 11,2 1,98
/ / / / / / / / / / / / / / 4,4 3,8 42,5 2,8 10,3
14,3 2,7 1545 178 18,8 0,82 0,67 0,0213 51 3,3 5720 51 3,5 0,0146 / / / / /
18,5 2 1305 54,5 13,9 1,69 0,91 0,0203 50 2,2 5130 36,2 4,5 0,0111 2,5 2,2 30,2 1,3 5,61
/ / / / / / / / / / / / / / 2,9 2,7 32,4 1,6 3,89
/ / / / / / / / / / / / / / 3,2 3 32,2 1,6 6,91
19,8 2,7 1405 88,5 20,6 0,38 0,9 0,0220 64 2,8 5880 35 4,5 0,0142 3,3 3 32,5 1,7 8,76
17,8 3,1 1570 147 27,2 0,62 1 0,0178 70 2,9 5990 45,3 4,6 0,0152 3,3 3,1 32,3 3,2 10,3
17,7 2,5 780 100 22,5 1,4 0,9 0,0197 63 2,7 4860 46 4,2 0,0150 2,8 2,5 33,2 1,7 7,6
17 2,4 1280 75,1 10,6 0,81 0,6 0,0283 60 1,6 5300 39,6 4 0,0150 2,4 2,2 30,6 1,5 5,7
16 2,4 1100 77 18,2 2,8 0,9 0,0178 75 1,8 6250 40,8 4,95 0,0152 2,1 1,8 29,8 1,1 4,1
/ / / / / / / / / / / / / / 2,6 2,5 29 0,98 4,7
/ / / / / / / / / / / / / / 3,2 2,8 32,7 0,83 9,4
18 3,6 685 79 29 1,2 1 0,0180 57 2,5 5030 40 4,1 0,0139 3,1 2,8 31 1,6 12,5
20 2,2 1450 45 19 1,4 1,2 0,0167 60 3,2 5400 40 4,3 0,0140 3,4 3,2 30 1 11,6
17 5,2 1315 66 15 1,2 0,8 0,0213 65 2,8 5140 35 4,8 0,0135 / / / / /
17 1 1255 45 9,7 2,8 1 0,0170 6760 43 4,7 / / / / / /
16 2,2 625 65 15 1,7 0,9 0,0178 80 1,8 5860 32 4,2 0,0190 / / / / /
/ / / / / / / / / / / / / / 2,2 1,9 27 0,4 6,3
/ / / / / / / / / / / / / / 1,9 1,8 22 0,2 6,7
18 3,4 1155 76 21 0,9 0,9 0,0200 70 2,4 5720 36 4,5 0,0156 2,9 2,5 30 0,6 6,4
24 2,8 1755 36 28 0,96 1,4 0,0171 65 3 6070 33 4,2 0,0155 3,4 2,9 33 0,8 5,7
21 3,6 2655 153 25 0,38 1,3 0,0162 75 2,9 5200 76 5 0,0150 3,5 3,2 38 2 8,1
25 3,8 1600 81 23 0,38 1,4 0,0179 80 2,4 7020 33 5,2 0,0154 / / / / /
/ / / / / / / / / / / / / / 3,8 3,5 36 1,3 5,9
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